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ONSOZz

Degerli Tibbi Genetik ve Tiirk Hematoloji Dernegi Mensuplari,

Kanserin her gecen giin arttigi bir zaman diliminde hematolojik malignitelerde de
onemli artislar oldugunu biliyoruz. Ozellikle hematolojik malignitelerin tanisinda,
takibinde, tedavi planlamasi ve klinik yonetiminde genetik testlerin onemi her
gecen giin artmaktadir. Kemoterapi gibi konvansiyonel tedavi yaklasimlarindan
uzaklasarak hedefli tedaviler, immiinoterapiler ve daha ileri tedavi yontemlerinin
hasta yonetiminde onemli yer aldigi giinimiizde genetik biyobelirtecler bitin bu
tedavi yontemlerinin yol haritasini olusturmaktadir. Bu baglamda disiplinler arasi
ortak calismalar hasta faydasi icin kat edilen mesafeleri kisaltacaktir. Hematolojik
malignitelerde genetik metod ve biyobelirteclerin irdelendigi bu kilavuzun
hazirlanmasinda emegi gecen Prof. Dr. Beyhan Durak Aras’a ve Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’'na tesekkiir ederim. Kilavuzun
hematogenetik alani ile ilgilenenlere rehber olmasi dileklerimle.

Dog. Dr. Taha Bahsi
Tibbi Genetik Dernegi Baskani
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ONSOZz

Tiirk Hematoloji Dernegi ve Tibbi Genetik Derneginin Kiymetli Uyeleri,

Hematolojik hastaliklarin tani, takip ve tedavilerinin yonetiminde genetik ve
molekiiler belirteclerin onemi her gecen giin daha da artmakta ve s6z konusu
belirteclerin tayini teknolojik gelismeler sayesinde hasta takibinin vazgecilmez bir
parcasi haline gelmektedir. Glintiimuzde hastaliklar molekiler bozukluklara gore
siniflanmakta; prognozlari belirlenmekte ve tedavi acisindan degerlendirilmektedir.

Katlanarak artan bilgi, hizla degisen siniflamalar ve gelistirilen hedefe yonelik yeni
tedavilerarasinda sikisan klinisyenlerin akilci kararlar alabilmesi ve uygulayabilmesi
icin mevcut bilimsel kanitlar cercevesinde olusturulmus algoritmalar ve rehberler
biyuk onem tasimaktadir.

Tirk Hematoloji Dernegi Molekiiler Hematoloji ve Sitogenetik Bilimsel Alt Komitesi
Baskanhiginiytriten Prof. Dr. Beyhan Durak Aras 6nderliginde Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dali’'nin kiymetli Ogretim Uyeleri
tarafindan kaleme alinan ve genetikci goziinden hematolojik kanserlerde giincel
molekiler tani algoritmalari sunan elinizde tuttugunuz bu rehber ayni zamanda
hematoloji alaninin multidisipliner calisma ozelligini de ortaya cikaran ornek bir
calisma. Tirk Hematoloji Dernegi ve Tibbi Genetik Dernegi tarafindan desteklenen
bu eserin konu ile ilgilenen tiim hekim ve arastirmacilara yol gosterici olacagina
inaniyorum.

Katki sunan herkese tesekkiir ederim.

Prof. Dr. Muhlis Cem Ar
Tiirk Hematoloji Dernegi Baskani
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ONSOZz

Hematolojik neoplazmalardaki klonal anomalilerin belirlenmesi neoplastik ve/
veya premalign bir hastaligin patofizyolojisinin ortaya konmasi, hastalik tanisi,
hastalik prognozunun belirlenmesi ve tedavi secimi icin 6nemlidir. Losemilerin
bircogu genetik anomaliler ile iliskilidir ve bu anomaliler; karakteristik, tekrarlayan
ve edinilmis anomalilerdir. Tedavi kararinin verilmesi icin de her giin artan sayida
hastalikta genetik sonucun bilimesi zorunludur. Taninin degeri ayni zamanda
hastalarin  prognozunu degistirebilecek terapotik secenekleri de giindeme
getirmistir. Bu nedenle hedefe yonelik tedaviler ne kadar cok kullanilabilir hale
gelirse, kapsamli tanilama gereksinimi o kadar buyiik olmayacaktir. Giinimuzde
tani acisindan bakildiginda artik her bir hastanin karyotip/genotipinin oldukca
detayli bir karakterizasyonu hedeflenmektedir. Bu nedenle tiim genetik tani
yontemlerinin en efektif sekilde kullaniimasi, sonuglarinin dogru yorumlanmasi,
Tibbi Genetik¢i ve Hematologlar ile karsilikli tartisilabilmesi gerekmektedir.
Hazirladigimiz bu kilavuzda yer alan hastaliklarin genetik tanisi ve algoritmasinin
anlasiimasi ve dogru uygulanabilmesi amaclanmaktadir. Glintimuzde genetik
taninin gelisimi ve degisimi bas dondurtici bir hizla devam etmektedir. Bu
dinamik stireci de takip eden ve stirekli gelismeye acik olan kilavuzun ilk stirimuin
hazirlamis olmaktan cok mutluyuz. Kilavuzun hazirlanmasinda gorev alan basta
“Dr. Sevgi Isik” ve “Uzm. Bio. Giilgin Glinden” olmak tizere “Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Genetik Ogretim Uyeleri’ne”, desteklerini
esirgemeyen “Tibbi Genetik Dernegi Yonetim Kurulu” ve “Tiirk Hematoloji Dernegi
Yonetim Kurulu'na”, yillardir 6rneklerini degerlendirdigimiz bu sayede edindigimiz
tim deneyimlerle “Bilime Katki Saglayan Tiim Hastalara” tesekkiirii bir borg biliriz.

Temmuz 2024

Prof. Dr. Beyhan Durak Aras
Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dal Ogretim Uyesi
Molekiiler Hematoloji ve Sitogenetik Bilimsel Alt Komitesi Baskani
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1. KRONiK MYELOID LOSEMi

Diinya Saglhk Orgiiti'niin (WHO) yaptig myeloid maligniteler siniflandirmasinda
kronik myeloid I6semi (KML), myeloproliferatif neoplaziler (MPN) grubu icerisinde
yer almaktadir. Bu bolimde MPN grubunda yer alan hematolojik malignitelerden
sadece KML'ye yer verilecektir.

KML, eriskin losemilerin ~%15'ini olusturan klonal hematopoetik kok hiicre
hastaligi olarak tanimlanmaktadir. KML goriilme yasi ortalama 56'dir. KMLUde
hematopoetik hiicrelerin genomunda degisimler meydana gelmekte olup, bu
degisimler, graniilositlerin kemik iliginde (Ki) asiri cogalmasina sebep olmakta ve
hastalarda splenomegali ve hiperlokositoz gelismektedir. Sitogenetik seviyede ise,
KML Philadelphia (Ph) kromozomunun varhigi ile karakterizedir (1).

1.1. Tani

KML tani koymak icin direncli ve aciklanamayan lokositoz (veya nadiren
trombositoz) gozlenmesi ve molekiiler genetik, floresan in situ hibridizasyon (FISH)
veya rutin konvansiyonel sitogenetik ile Ph kromozom anomalisi tespit edilmesi
gerekmektedir (2).

KML kronik faz, akselere faz ve blast faz olmak tizere ti¢ gruba ayrilmaktadir.

Kronik Faz

» Akselere ve blast faz 6zellikleri gostermeyen durum olarak kabul
edilmektedir.

Akselere Faz

* Kan veya Ki'de blastlarin orani %15-29 veya %30 blast olan kan
veya Ki’de promyelositler,

« Kanda >%20 bazofil,
 Terapiden bagimsiz <100x10°/L direngli trombositemi,

* Ph pozitif [Ph(+)] hiicrelerde [klonal sitogenetik aberasyon
(KSA)/Ph(+)] klonal kromozom anomalilerin saptanmasi olarak
tanimlanmaktadir.

Blast Faz

 Kiveya kanda >%30 blast (veya WHO-HAEMS5 gére >%20 blast),

 Dalak haricinde ekstramediiller blast proliferasyonunun
saptandigi fazdir (3).
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1.2. Prognostik Genetik Faktorler ve Analiz Yontemleri
1.2.1. Prognostik Genetik Faktorler

1.2.1.1. Kromozomal Anomaliler

Ph kromozomu, 9 ve 22. kromozomun dengeli resiprokal translokasyonu [(9;22)]
sonucu olusmakta ve KML hastalarinin >%90’inda saptanmaktadir. Bu translokasyon
sonucunda, kromozom 22’de lokalize breakpoint cluster region (BCR) ve kromozom
9'daki abelson (ABL) proto- onkogeni flizyon gen olusturmaktadir. Olusan fiizyon
genin proteini, ylksek tirozin kinaz aktivitesi gostermekte ve timorogenez siirecini
baslatmaktadir (4).

Ayrica, KML hastalari icin Ph kromozomu tani koydurucu olup, tyrosine kinase
inhibitor (TKI) duyarliligi nedeniyle de iyi prognostik bir belirte¢ olarak kabul
edilmektedir.

KML hastalarinin %5-10'unda Ph kromozomunun varyasyonlari (vPh) tespit
edilmektedir (5). Bu vPh kromozomlari one ve two step mekanizmalariyla olustugu,
bunun sonucunda ise basit ve kompleks yeniden diizenlemelerin meydana geldigi
belirtiimektedir (6). Kompleks yeniden diizenlenmeler, 9 ve 22. kromozomlara ek
tgtinct bir kromozomun daha translokasyona dahil olmasiyla meydana gelmektedir.
Kompleks yeniden diizenlenmeler icerdigi kromozom sayisina gore; 3'lu, 4’1t ve 5'li-
yol olarak isimlendirilmektedir. Genellikle vPh kromozomlari prognozu olumsuz
yonde etkilemedigi ve 6zellikle KML'nin kronik faz evresinde saptandigi bilinse de,
bazi yayinlarda TKI direncine neden oldugu bilinmektedir (5,7).

KML hastalarinin  metafazlarinda 1(9;22), genellikle tek anomali olarak
saptanmasina ragmen, hastalarin %15'inde ek sitogenetik aberasyonlar (ESA)
saptanmaktadir. Bu aberasyonlarin genomik instabiliteye ve klonal evoliisyona
sebep olmasi nedeniyle prognozu olumsuz yonde etkiledigi bilinmektedir. ESA'lar,
en sik blast fazinda gozlenmektedir. Ozellikle, kronik faz KML hastalarinda saptanan
ESA'larin blast faz progresyonuna sebep oldugu belirtiimektedir. Bazi KML olgularinda
Ph negatif [Ph(-)] klonlarda, klonal sitogenetik aberasyon (KSA) saptanmaktadir.
KSA'lar, ESA'lar gibi klonal evoliisyona katki saglamakta ve prognozu olumsuz yonde
etkilemektedirler. Bu aberasyonlarin TKI tedavisinden sonra gelistigi ifade edilmekte
ve ileri evre KML hastalarinda daha sik goruldiigu belirtilmektedir (8,9).

1.2.1.2. Molekiiler Anomaliler

KMLde, BCR ve ABLT geninde kiriklar genellikle intronik bolgelerde meydana
gelmektedir. ABLT gen kirik noktalar, ozellikle ekson 1b (upstream) ve 1a
(downstream) arasinda; BCR kiriklari ise genellikle M-BCR bolgesinde olmaktadir.
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M-BCR, ekson e1 ve e2 arasinda ya da e14 ve e15 arasindan gerceklesmektedir. Ayrica
KMLde nadir olarak meydana gelen m-BCR bolge kirigi ekson el ve e2; u-BCR bolge
kingi ise ekson €9 ve e20 arasinda oldugu gortilmektedir. BCR::ABLT arasindaki bu
rekombinasyonun, gesitli hibrid mRNA tretimine sebep oldugu kabul edilmektedir.
Ornegin: M-BCR bélgesindeki kirik sonucunda b3a2 olarak isimlendirilen e14a2
(ekson 14 BCR ve ekson a2 ABL1) transkripti ve b2a2 olarak isimlendirilen e13a2
(ekson e13 BCR ve ekson a2 BCR) transkripti olusmaktadir. Bu varyantlar, KML'de
tipik p210 proteinini kodlamaktadir. m-BCR kiriklari sonucunda p190 proteinini
kodlayan e1a2 transkriptine, u-BCR ise p230 proteinini kodlayan e19a2 transkriptini
ortaya ¢ikarmaktadir (10).

Bazi KML hastalarinda, TKI'lara karsi diren¢ mekanizmasi gelismektedir. Bu
diren¢ mekanizmasi, BCR::ABLT geninde meydana gelen nokta mutasyonlariyla
iliskilendirilmektedir. Ozellikle, BCR::ABLT nokta mutasyonlari TKI-direncli KML
hastalarinin - %12-63’'tinde gorilmektedir. KML hastalarinda >90 farkh nokta
mutasyonu tanimlanmustir. Ozellikle bu mutasyonlar T315, Y253, E255, M351, G250,
F359, ve H396 gibi aminoasit lokalizasyonlarinda meydana gelmektedir. Tirozin
kinaz inhibitoru tedavisi sirasinda yeni olusan mutasyonlarin, tam sitogenetik yanit
(TSY) kaybi; blast faz progresyon siiresinin kisalmasi; kisa progresyonsuz sagkalim ve
overall survival 6ngorilmesinde onemli bir faktor oldugu bilinmektedir (11).

Konvansiyonel sitogenetik, molekiiler sitogenetik ve molekiler tetkiklerin
kullaniimasina yonelik bazi oneriler Tablo 1.1'de yer almaktadir.

Tim bunlara ek olarak KML hasta grubunda, tani aninda BCR::ABL7 haricinde,
bircok kanser cesidi ile iliskili genlerde de mutasyonlar (ASXL7, RUNXT, IKZF1, TET1/2,
IDH1/2, JAK2, DNMT3A/3B, EZH2,WT1, NPM1, NRAS, KRAS, CBL, BCOR, CREBBP,
TP53) saptanabilmektedir. Akselere veya blast fazda olan KML hastalarinda ise
IKZF1 ekson delesyonlari ve ASXL1, RUNXT ve BCOR genlerinde mutasyonlar ytiksek
siklikta meydana gelmektedir. Fakat IDH7/2 gen mutasyonlarinin sikhginin disik
oldugu gozlenmistir. IKZF1 ve RUNXT degisimleri hiicre farklilasmasini etkilemekte;
kronik faz KML'nin, blast faz KML'ye progresyonunda 6nemli bir biyomarker oldugu
belirtilmektedir. BCR::ABLT bagimsiz gen mutasyonlari, yeni nesil sekanslama ile
myeloid gen mutasyon panelleri kullanilarak saptanabilmektedir.

1.2.2. Analiz Yontemleri

- Konvansiyonel sitogenetik analizlerin mutlaka tani aninda vyapilmasi
onerilmektedir. Ozellikle tanida, ESA'larin dislanmasi icin en az 20 metafaz plaginin
incelenmesi gerekmektedir.
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Tablo 1.1. KML tani ve takibinde kullanilan genetik testlere yonelik oneriler (NCCN)

Test Oneri
* Tanida
N * Yanit asamalarina ulasmada basarisizlik durumunda
Kemik il | | e matolojik yanit kaybinda herhang bir belir
sitogenetik ematolojik yanit kaybinda herhangi bir belirteg

* Herhangi bir TSY kaybi veya BCR::ABL1 transkriptinde >%1 artis
olarak tanimlanan molekiiler yanit

* Tanida

« ilk tedaviden sonra her 3 ayda bir yapilmali. BCR::ABL1 (IS) <%
IS kullanilarak | (MR2,0)? basarisina ulastiktan sonra, 2 yil siiresince her 3 ayda ve
RT-qPCR daha sonra her 3-6 ayda bir

* Major molekler yanit (MMY) ile BCR::ABL1T transkript
seviyesinde 1-log artis varsa, RT-qPCR 1-3 ayda tekrarlanmali

* Kronik faz
* Yanit asamalarina ulasmada basarisizlik
BCR::ABL1 0 L .
Kinaz domain » Hematolojik yanit kaybinda herhangi bir belirtec
mutasyon * Herhangi bir TSY kaybi belirtisi veya BCR::ABLT transkriptinde
analizi >%1 (MR2,0) artis olarak tanimlanan molekuler yanit

* MMY kaybi ve BCR::ABLT transkript seviyesinde 1-log artisi
* Akselere veya blast fazinda hastalik progresyonu

TSY: Tam sitogenetik yanit, IS: International scale, MMY: Major molekiiler yanit

- Kromozom analizinde vPh tespit edildigi zaman, FISH ve quantitative
reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-qPCR) ile BCR::ABLT varliginin
konfirmasyonu yapilmalidir.

- BCR::ABL1 FISH probu ile hizli sonu¢ almak icin direkt kiiltiir veya yayma
preparatlar kullanilabilmektedir. Ayrica daha givenilir ve bilgilendirici sinyal paterni
degerlendirmek icin dual fiizyon problarinin kullanimi 6nerilmektedir.

- FISH testi sitogenetik olarak kriptik olan anomalilerin tespit edilmesinde
onemli olup, ozellikle normal karyotip gozlenen olgulara ve metafaz yetersiz oldugu
durumda yapilmasi gerekmektedir.

- Tani aninda Ki ve kan orneklerinde yapilan FISH analizlerinin yiiksek
oranda uyumluluk gostermesi sebebi ile iki numunede kullanilabilmektedir (FISH
calismalarinin, kullanilan proba bagli olarak %1-5 “yanls pozitiflik” oranina sahip
oldugu unutulmamahdir).
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- KML hastalarinda FISH yontemi ile BCR::ABL1 tespit edilmezse, KML tanisinin
hala klinik olarak stipheli oldugu unutulmamalidir. Bu yiizden RT-qPCR veya diger
myeloproliferatif hastalik ile iliskili mutasyonlarin degerlendirilmesi 6nerilmektedir.

- Sitogenetik olarak tedaviyaniti; TSY alinana kadar 3, 6, ve 12. ay sonunda ve 20<
metafaz ile degerlendirilmelidir. Fakat tani aninda ESA saptanan olgularin, tedaviye
yanitlarinin olumsuz olacagindan dolayi daha sik takip edilmesi onerilmektedir.

- Hastalarda kriptik BCR::ABLT mevcutsa, mutlaka FISH ve molekiler
yontemlerle takibi yapilmalidir. Sitogenetik ile TSY alinan olgularin takibi FISH ile
yapilabilir. Fakat tani aninda, kriptik t(9;22) saptanmasi durumunda, FISH calismasi
sonucunda tek fiizyon sinyal paterni saptanan olgularin, FISH yontemi ile takipleri
konusunda dikkatli olunmalidir. RT-qPCR metodu standardize ve Uluslararasi
Olgegine [(IS) International Scale] gore ifade ediliyorsa; daha sonraki yanit durumu
sadece RT-qPCR ile degerlendirilir. Takip icin, periferik kan orneklerinin tedavi
yanitinin degerlendirilmesinde daha uygun oldugu bildirilmistir.

- BCR::ABLT transkriptlerini saptamak i¢in, RT-qPCR kullaniimaktadir. RT-
qPCR, BCR ve ABLT splice bolgeyi amplifiye etmek icin kullanilmaktadir. Ayrica RT-
gPCR, minimal rezidiiel hastaligi saptamada yiiksek sensitivite gostermektedir. ilgili
yontemin, FISH ve sitogenetige gore 2 ve 3 log daha duyarl oldugu belirtilmektedir
(1/100.000 niikleus). Ayrica National Institutes of Health Consensus Group, KML
hastalarinda BCR::ABL1 transkript dizeylerinin RT-qPCR izlenmesini standart hale
getirmek icin IS olusturmuslardir.

- Analiz oncesindeki en onemli asama, RNA ekstraksiyonun Kkalitesidir.
Ulasilabilmesi  durumunda RNA-stabilizasyonu saglayan tiiplerin  kullanimi
onerilmektedir. Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) tupleri de rutinde siklikla
kullaniimaktadir. Ekstraksiyon metoduna bagli olarak RNA kalitesinin de degiskenlik
gosterecegi unutulmamalidir.

- PCR dayal yontemlerde yanlis pozitif ve negatif sonuclar alinabilmektedir.
Yanlis-negatif sonuclar disiik-kalite RNA veya reaksiyon basarisizhgi; yanlis-pozitif
sonuclar ise kontaminasyon kaynakh olabilecegi unutulmamalidir. Ayrica
bazi orneklerdeki 0,5-1 log farkliligi, test prosediir, ornek alimi ve laboratuvar
deneyimine bagli olarak meydana gelebilmektedir (2,12).

- BCR::ABLT mutasyonlarinin saptanmasinda direkt sekanslama (Sanger),
pyrosekanslama, mutasyon spesifik RT-qPCR, Liqued bead array (Luminex)
yontemleri kullanilabilir (13). Bu mutasyonlarin analizlerine yonelik oneriler Tablo
1.7de yer almaktadir.
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- Not: DNA ve RNA ol¢iim belirsizligi ve yanlishginda; ornek toplama, lokosit
ve RNA preparasyon metot, komplementer DNA sentezinde heterojenite, enzim,
primer, kalibrator materyallerin secimi ve IS donistiirme metotlar gibi durumlar
g6z oniinde bulundurulmalidir. Tani aninda hangi numune (Ki veya periferik kan)
kullanildiysa takip stirecinde de ayni numune tercih edilmelidir (12).

- Hasta takibi siirecinde beklenen yanitin alinamamasi durumunda TKI
mutasyonlari icin analizlerin gerceklestirilmesi onerilmektedir.

- KML'de Ph kromozomu tanisal oneme sahiptir. TKI'lar ile tedavi uygulanir.

- Ph kromozomlarinin %5-10 kadari varyant olarak gozlenmektedir. Prognostik etkileri ise
tartismalidir.

- Ph kromozomlarina ek olarak sitogenetik anomali saptanabilmektedir ve bu anomaliler
prognozu olumsuz etkilemektedir.

- ABL ve BCR genlerindeki kiriklar farklilik gostermekte olup, p230, p190 ve 210 proteinlerini
kodlanmaktadir.

- TKI'ya karsi direng gelistiren mutasyonlar KML olgularinin %12-63’tinde gozlenebilmektedir.

- ASXL1, RUNX1, IKZF1, TET1/2, IDH1/2, JAK2, DNMT3A/3B, EZH2, WT1, NPM1, NRAS, KRAS, CBL,
BCOR, CREBBP, TP53 gen mutasyonlari da KML'de tanimlanmistir.

- KML'de tani aninda muhakkak konvansiyonel sitogenetik test uygulanmalidir. Sonuglar FISH
ya da RT-qPCR ile konfirme edilmelidir.

- Konvansiyonel sitogenetik test ile en az 20 metafaz 6rnegi degerlendirilmelidir.

- FISH testi metafaz plaginin yetersiz oldugu durumlarda da 6nerilmektedir. En az 100 hiicre
degerlendirilmelidir.

- FISH testinde BCR::ABL1 tespiti icin cift fizyon problar tercih edilmelidir.

- Konvansiyonel sitogenetik ve FISH testleri icin heparinli tiiplerde ornekler laboratuvara
ulastiriimalidir.

- Konvansiyonel sitogenetik icin kemik iligi orneklerinden 24-48 saatlik kiltiirler calisiimalidir.
FISH testi icin daha hizli sonuc almak icin direkt kultiir ya da yayma preperatlari
kullanilabilir.

- RT-gPCR yontemi igin kemik iligi ya da periferik kan ornekleri tercih edilebilir. Ornekler
EDTA'li tupler icerisinde laboratuvara ulastiriimalidir.

- Ancak elde edilecek RNA kalitesi icin RNA-stabilizasyonu saglayan ttiplerin kullanimi
onerilmektedir.

- Tani aninda hangi 6rnek ile calisildiysa takiplerde de ayni ¢esit 6rneklerin kullanimina 6zen
gosterilmelidir.
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2. MYELOPROLIFERATIF NEOPLAZILER

Klasik Philadelphia kromozomu (Ph) negatif myeloproliferatif neoplaziler
(MPN), myeloid hematopoetik kok hiicrelerin klonal neoplastik hastaligi olarak
tanimlanmaktadir.  Primer myelofibrozis (PMF), esansiyel trombositemi (ET)
ve polistemi vera (PV) MPN sinifinda yer almaktadirlar. Ozellikle prefibrotik
myelofibrozisin ET ve myelofibrozise progrese oldugu gozlenmistir. MPN’ler grubunda
yer alan hastaliklarin akut myeloid I6semiye transforme oldugu ve konvansiyonel
terapiye direng gosterdigi bilinmektedir (14).

2.1. Tani ve Siniflandirma

MPN’lerinn  siniflandinlmasinda Diinya  Saghk  Orgiiti’'niin - (WHO)  son
glincellemesinde ¢ok buyik degisiklikler yer almamaktadir. Yeni WHO (5. baski)
siniflandirmasina gore MPN siniflandirmasi Tablo 2.1'de yer almaktadir (15).

Tablo 2.1. Myeloproliferatif neoplaziler

Kronik myeloid losemi

Polistemia vera

Esansiyel trombositemi

Primer myelofibrozis

Kronik nétrofilik losemi

Kronik eozinofilik Iosemi

Juvenil myelomonositik [6semi
MPN NOS (MPN baska sekilde tanimlanmayan)

MPN: Myeloproliferatif neoplazma

Bu bolimde BCR::ABL1 negatif MPN incelenmis olup, kronik myeloid l6semiye
Bolum 1'de ayrintili yer verilmistir.

BCR::ABL1T negatif MPN siniflandirmasi PV, ET ve PMF arasinda ayrim yapmaya
dayanir ve bu tanilar arasindaki ayrim periferik kan bulgulari, molekiler veriler
ve kemik iligi (Ki) morfolojik bulgularinin birlikte degerlendirilmesini gerektirir.
Bu parametrelerin hichiri tek basina tanisal bir 6zgulluge sahip degildir (15).
Myeloproliferatif hastalik tanisi icin WHO kriterleri Tablo 2.2'de yer almaktadir.

Juvenil myelomonositik losemi (JMML) erken cocukluk doneminde gozlenen
hematopoietik kok hticre kaynakli bir MPN’dir. Olgularin en az %90'inda RAS
yolaginda bir kontrolsiiz aktivasyon soz konusudur. ]MML tanisi icin KMT2A yeniden
diizenlenmelerinin ve monozomi 7’'nin haric¢ tutulmasi gereklidir. Ayrica RAS yolagini
aktive eden gen mutasyonlarinin arastiriimasi gerekmektedir. RAS yolagini aktive

15
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eden gen mutasyonlari genellikle PTPN71, NRAS, KRAS, NF1 veya CBL genlerinde
tespit edilmektedir. PTPN17 ve NF1 mutasyonu pozitif olgularin klinik bulgulari cok
daha agresif seyretmektedir (15,16).

2.2. Prognostik Genetik Faktorler ve Analiz Yontemleri

Literatirde, MPN i¢cin kromozomal aberasyonlarin degil, gen mutasyonlarinin
daha on planda oldugu goriilmektedir. MPN’lerde siklikla saptanan mutasyonlar
hastalik icin suriicti ozellikte olup, prognoza katkisi goz ardi edilemeyecek
diizeydedir. Ayrica ilgili gen mutasyonlarin hastalik alt tiplerine gore sikliginin
degistigi de bilinmektedir (14).

2.2.1. Prognostik Genetik Faktorler

Janus kinaz-2 (JAK2) V617F mutasyonlari, PV hastalarinin biytk bir cogunlugunda
(>%90) ve ET, MF hastalarinin %60'inda mevcuttur. JAK2 geninde ekzon 12'de nadir
delesyonlar ve insersiyonlar da goriilmektedir. JAK2 ekzon 12 mutasyonlari PV
hastalarinin %2-3’tinde tespit edilmektedir.

Trombopoietin genindeki (MPL W515L/K) aktive edici mutasyonlar MF olan
hastalarin ~%5-8 ve ET olan hastalarin ~%1-4’tinde rapor edilmistir.

Calreticulin (CALR) geninde ekzon 9’da saptanan cerceve kaymasi mutasyonlari
ET ve MF hastalarinin ~%20-35'inde (JAK2-MPL negatif ET ve MF olan hastalarin %60-
80inde) saptanmistir. Tip 1 (52 bp delesyonlar) ve tip 2 (5 bp insersiyonlar) en sik
gorilen varyantlar olarak belirtilmektedir. CALR-tip 1 mutasyonlari MFde goriliirken,
CALR-tip 2 mutasyonlari ise ET hastalarinda gozlenmektedir.

MFde Genetik Faktorler

CALR mutasyonlari JAK2V617F veya MPLW515 mutasyonlarindan daha iyi bir
overall survival (09) ile iliskilidir.

MPL mutasyonlar tanida daha ytiksek hemoglobin diizeyi ve artmis transfiizyon
bagimliligi ile iliskilidir. Triple negatif mutasyon durumu (3 driver mutasyon - JAK2,
CALR veya MPL) MF hastalarinin yaklasik %10’'unda meydana gelmekte ve MF olan
hastalarda kotl prognozla iliskilendirilmektedir.

ASXL1, EZH2, SRSF2, TP53, IDH1, IDH2, ve U2AFT mutasyonlari ¢ok ytksek risk
(HMR) mutasyonlari olarak kabul edilmekte ve kisa OS ve olaysiz yasam siiresi ile
iliskilendirilmektedirler. ASXLT, EZH2, SRSF2 ve RAS mutasyonlari yasam siiresi icin
prediktif ozellikte iken, ASXL7, SRSF2, IDH1/2 mutasyonlari l6semi transformasyonu
icin prediktiftir.
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TET2 ve TP53 mutasyonlari ise en kot yasam siresi ve artmis losemi
transformasyon orant ile iliskilidir. U2AFT mutasyonlari ise PMFde distk yasam
suresi ile iliskilidir (17).

PV ve ET’de Genetik Faktorler

JAK2 ekson 12 mutasyonu pozitif PV, JAK2 V617F mutasyonu pozitif PV'ye gore,
tanida, yiiksek hemoglobin seviyesi ve diisiik trombosit ve [okosit sayisi ile iliskilidir.
Ancak her iki mutasyon da benzer trombozis, MFye veya losemiye transformasyon
ve 6ltim oranlarina sahiptirler.

CALR mutasyonu pozitif ET ise JAK2 mutant ET'den daha genc yas, erkek cinsiyet,
yliksek trombosit sayisi, diistik hemoglobin, distik I6kosit orani ve diisiik trombozis
orani ile karakterizedir. Ancak MPL mutasyonu daha fibrotik transformasyon icin
daha yuksek risk orani ile iliskilidir. CALR mutasyonlarinin OS, myelofibrozis veya
I6semik transformasyon tizerinde bir etkisi yoktur.

International Prognostic Scoring System (IPSS), DIPSS ve DIPSS-Plus MF
hastalarinda risk degerlendirmesinde en sik kullanilan t¢ prognostik skorlama
sistemidir. Mutation-Enhanced International Prognostic Scoring System 70
(MIPSS70), MIPSS70-Plus ve Genetically Inspired Prognostic Scoring System (GIPSS)
gibi sitogenetik ve mutasyon durumlarini degerlendiren prognostik skorlama
sistemleri risk siniflandirmasinin iyilestirilmesi icin gelistirilmistir.

IPSS sadece tani aninda kullanilirken, DIPSS dinamik bir modeldir ve hastalik
evresinin herhangi bir noktasinda kullanilabilmektedir.

PMFde risk siniflandirmasi igcin MIPSS70 ve MIPSS70 plus 2,0 tercih edilmektedir.

Molekiler testlerin yoklugunda tedavi zamani DIPSS-Plus kullaniimasi
onerilmektedir. Ayrica karyotip sonucuna ulasilamiyorsa DIPSS kullaniimasi
onerilmektedir.

Post PV veya post ET MF durumunda Myelofibrosis Secondary to PV and ET-
Prognostic Model (MYSEC-PM) risk siniflandiriimasinin kullanilmasi 6nerilmektedir.

DIPSS, platelet sayist <100x10°/L, RBC transflizyon ihtiyaci ve kot prognostik
karyotipin dahil edilmesi ile DIPSS-plus gelistirilmistir. Koti prognostik etkisi olarak
kabul edilen sitogenetik anomaliler kompleks karyotip saptanmasi veya trizomi 8,
delesyon 7, monozomi 7, delesyon 5q, monozomi 5, delesyon 12p, inversiyon 3 veya
11923 yeniden diizenlenmelerinden bir veya ikisinin saptanmasi durumu olarak
tanimlanmaktadir.

MIPSS70-plus 2,0'da ise HMR mutasyonlari arasinda yer alan U2AF1 Q157
mutasyonu iceren, cok yiiksek riskli karyotipte (VHR) degerlendirmeye dahil
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edilmektedir. Cok ytksek risk karyotip olarak tanimlanan anomaliler, tek ya da
multipl olarak -7, i(17q), inv(3)/3q21, 12p-/12p11.2, 119-/11g23 ve trizomi 8 ve 9
haricindeki diger otozomal trizomileri kapsamaktadir.

GIPSS ise hem sitogenetik hem de molekiler anomalileri risk siniflandirmasina
dahil etmektedir. Kot risk karyotip, VHR karyotip, tip1/like CALR mutasyonu yoklugu
ve ASXL1, SRSF2 veya U2AFT Q157 mutasyon saptanmasi durumu azalmis sagkalim
belirteci olarak kabul edilmektedir.

2.2.2. Analiz Yontemleri

MPN stiphesinde baslangic olarak klinik muayenenin yani sira tam kan sayimi,
serum LDH, karaciger fonksiyon testleri gibi bazi testler yapiimasi gerekmektedir.

- Baslangicta kronik myeloid losemi tanisini dislamak icin floresan in situ
hibridizasyon (FISH) veya molekiiler olarak periferik kan érneginden t(9;22) analiz
edilir. Varyant Ph saptanmasina olanak vermesi acisindan FISH testinin spesifitesi
reverse transcription-polymerase chain reaction’a (RT-PCR) gore daha iyidir. Yontem
tercihi merkezlerin deneyimlerine ve tercihlerine gore degiskenlik gostermektedir.

- Ayrica varyant Ph kromozomu ve ek sitogenetik anomalilerin tespit
edilebilmesi icin konvansiyonel sitogenetik testler de uygulanmalidir.

- Tum hastalarda molekiiler test acisindan ilk 6nce JAK2V617F mutasyonunun
analizi onerilmektedir.

- JAK2V617F mutasyonunun negatif ctkmasi durumunda ET ve MF stiphesi olan
hastalarda CALR ve MPL mutasyonlari analiz edilmelidir.

- JAK2V617F mutasyonunun negatif cikmasi durumunda PV siiphesi olan
hastalarda ise JAK2 ekson 12 mutasyonlari analiz edilmelidir.

- Buanalizler icin PCR’a dayali yontemler kullanilabilir.

- Alternatif olarak, JAK2, CALR ve MPLyi de iceren multigen yeni nesil sekanslama
panelleri tim hastalar icin baslangicta calisilabilir (bakiniz Bolim 9).

- V617F allelik yik tanida onemli prognostik bilgi saglamaktadir. Ayrica
hastaligin siddeti (trombotik durum ve sekonder MF progresyon riski) ve fenotipik
prezentasyon hakkinda bilgi vericidir. ilgili mutasyonun diisiik allel yiikii olumlu
prognostik faktor olarak sunulabilir (17).

- CALR mutasyon allel yiki ve hasta fenotipi arasinda bir iliski oldugu
gozlenmistir. Ozellikle CALR allel yiikii, I6kosit ve trombosit sayisi, hemoglobin ve
laktat dehidrogenaz seviyeleriyle iliskili bulunmustur (18).
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Tum bu testlerin uygulanmasi konusundaki bazi oneriler;

- JAK2, CALR, ve MPL suriicii genlerinin analizi icin periferik kan ornegi
kullaniimaktadir.

- Multi-target ve yeni nesil sekanslama (NGS) yontemlerinin cost-effective
oldugu icin Sequential single-target assays tercih edilmektedir.

- Tabloda ozetlenen genlerin ttiimor yiklerinin prognostik etkileri olmamasi
sebebiyle raporlanmasi gerekmemektedir. Fakat diistik allel frekansinin raporlanmasi
(<%1 JAK2V617F) onemlidir. JAK2V617F dustk seviyeleri ve MPN fenotipi mevcut ise
CALR ve MPL taramasi yapilmahdir (Tablo 2.3).

- Spesifik CALR mutasyonlari (tip 1, 52-bp delesyon; tip 2, 5-bp insersiyon; tip-
1 benzeri, ve tip 2-benzeri) PMFdeki prognostik degerlerinden dolayi rutin olarak
raporlanmalidir.

- Rutin taramadaki JAK246/1 haplotipi veya TERT polimorfizmlerinin klinik
degeri olmadigi, sadece MPN’ye zayif bir yatkinlikla iliskili oldugu unutulmamahdir.

- JAK2, CALR ve MPL taramasi direncli eritrositoz veya trombositoz olan
hastalarda calisiimasi 6nerilmektedir (Grade 1B).

Tablo 2.3. JAK2, MPL ve CALR mutasyonlarinin klinik bulgulara gore sikligi

Klinik Varyant Siklik
Eritrositoz JAK2V617F %96-97 PV
JAK2 ekzon 12 mutasyonlari ~%3 PV
Trombositoz JAK2V617F %50-60 ET
CALR ekzon 9 mutasyon %25-30 ET
MPL ekzon 10 mutasyon %3-11 ET
BCR::ABL1 fiizyon KML'yi dislamak igin
Stipheli PMF JAK2V617F %50-60 PMF
CALR ekzon 9 mutasyon %15-35 PMF
MPL ekzon 10 mutasyon %6-9 PMF
Stipheli KML BCR::ABL1 fiizyon 9100 KML

myelofibrozis

PV: Polistemi vera, ET: Esansiyel trombositemi, KML: Kronik myeloid l6semi, PMF: Primer
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Klinik duruma gore;

- Ek somatik stirticii varyantlarin frekanslari, PMF veya sekonder MF ve/veya
diger MPN veya MDS/MPN blast fazinda yiiksek oldugu bilinmektedir. National
Genomic Test Directories gore minimum calismasi gereken genler KRAS, NRAS, TP53,
JAK2, CALR, MPL, ASXL1, CBL, CHEK2, CSF3R, CUX1, DNMT3A, EZH2, IDH1, IDH2, IKZF1,
KIT, NFE2, SF3B1, SH2B3, SRSF2, TET2, U2AF1, HRAS, RUNX1, SETBP1 ve ZRSR2 olarak
belirlenmistir (multi-panel NGS).

- Driver mutasyonlari negatif olup, siipheli MPN hastalarinda; Ki histolojisi
ve klinik ozellikler olan hastalarda myeloid panel ve sitogenetik analiz yapiimasi
onerilmektedir (17).

Sitogenetik testler;

- Myeloid neoplazilerde sitogenetik analizlerin, Ki dokusunda yapilmasi
gerekmektedir.

- Hucre kiltirt temelli yontemlerde antikoagiilan tiipler olarak heparinli
tupler tercih edilmelidir.

Sitogenetik analizler i¢in alinan Ki drneklerinin en az 0,5-1 ml olmasi gerekmekte
olup, aspirasyon sonrasi orneklerin 24 saat icinde sitogenetik laboratuvarina
ulastiriimasi gerekmektedir.

- Ozellikle eozinofili gorillen myeloid neoplazilerde PDGFRA, PDGFRB, FGFR1
gen yeniden diizenlemeleri veya PCM1-JAK2 yeniden diizenlenmesini belirlemek icin
FISH yontemi (ya da RT-PCR) kullanilabilmektedir.

2.3. MPN’de Tedavi

JAK2 mutasyonlarinin saptanmasi durumunda JAK7 ve JAK2 inhibitori olarak
etki gosteren ticari ilaglar tedavide kullaniimaktadir. Yine platelet sayisi <50x10%/L
olan orta ya da yiksek risk MF hastalarinda kullanilmak lzere JAK2, FLT3 ve IRAK1
inhibitori olan bir ilag the U.S. Food and Drug Administration (FDA) tarafindan onay
almistir.

Tedavi planlamasinda, HMR mutasyonlarinin saptanmasi PMF hastalarina
allojenik kok hiicre transplantasyonu ile ilgili karar vermede etken olabilir (17).
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- JAK2V617 mutasyonlari PV olgularinin %90'inda, ET ve PMF hastalarinin %60'inda tespit
edilmektedir.

- JAK2 ekson 12 mutasyonlari PV olgularinin %2-3’inde gozlenmektedir.

- MPL genindeki mutasyonlar PMF hastalarinin %5-8'inde ve ET hastalarinin %1-4’tinde
saptanmaktadir.

- CALR mutasyonlari ise ET ve MF hastalarinin %20-35'inde gozlenmektedir.

- MFde CALR mutasyonlari daha iyi bir OS ile iliskilidir.

- JAK2, CALR ve MPL gen mutasyonlarinin negatif olmasi (triple negatif) MFde kotii prognoz ile
iliskilidir.

- TET2, TP53 ve U2AFT mutasyonlari MFde kotti prognoz ile iliskilidir.

- JAK2 ekson 12 ve JAK2V617F mutasyonlarinin PV'de MFye veya losemiye dontisim ve 6lim
oranlari ile iliskileri benzerdir.

- CALR mutasyonlarinin ET tizerinde OS, MF veya losemiye dontsiim agisindan etkisi yoktur.

- Prognostik siniflandirmada PSS, MIPSS70, MIPSS70-PLUS, GIPSS gibi skorlama sistemleri
kullaniimaktadir.

- Tanianinda KML'yi dislamak icin FISH ya da RT-PCR yontem ile t(9;22) analiz edilir.

- Varyant Ph veya ek sitogenetik anomalilerin tespitinin yapilabilmesi icin tan aninda Ki
orneginden konvansiyonel sitogenetik testler de onerilmektedir.

- Tum hastalarda ilk 6nce JAK2V617 mutasyonunun analizi gerceklestiriimelidir.

- JAK2V617F mutasyonlarinin negatif ¢ikmasi durumunda ET ve MF siiphesi olan olgularda
CALR ve MPL mutasyon analizleri, PV olgularinda ise JAK2 ekson 12 mutasyon analizleri
onerilmektedir.

- Ayrica olgularda KRAS, NRAS, TP53, JAK2, CALR, MPL, ASXL1, CBL, CHEK2, CSF3R, CUXT,
DNMT3A, EZH2, IDHT, IDH2, IKZF1, KIT, NFE2, SF3B1, SH2B3, SRSF2, TET2, U2AFT1, HRAS,
RUNX1, SETBP1 ve ZRSR2 genlerinde de mutasyon testlerinin yapilmasi onerilmektedir.
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3. MYELODISPLASTIiK NEOPLAZILER

Eski adiyla myelodisplastik sendrom olarak bilinen myelodisplastik neoplaziler
(MDS) kemik iligi kok hiicrelerinin normal kan hiicrelerine donisememesi ile
karakterize bir hastaliktir. MDS'lerin akut myeloid I6semiye (AML) dontsim riski
yuksektir ve MDS'de %37 oraninda 5 yillik sagkalim bildirilmektedir (19).

3.1. Tani ve Siniflandirma

Dinya Saglik Orgiiti'niin - (WHO) MDS siniflandirmasinda  yaptigi  en
son glincellemesinde (5. baski) MDSnin myelodisplastik neoplaziler olarak
isimlendirilmelerineoplastikyapilaravurguyapmaktave myeloproliferatif neoplaziler
(MPN) ile terminolojiyi uyumlu hale getirmektedir. Bu yeni siniflandirmada MDS
genetik anomalilere ve morfolojik ozelliklere gore siniflandiriimaktadir (Tablo 3.1).

Siniflandirmada yapilan yeni giincellemelerde, MDS-5q sinifinda herhangi bir
degisiklik yapilmamistir. SF3B7 veya TP53 mutasyonlari (coklu vurus olmayan) MDS-
5q olarak siniflandirmayi etkilememektedir.

MDS-IB ve AML ayriminin yapilmasinda, blast oraninin belirlenmesindeki
bazi zorluklar ve bir standardizasyon olmadigi icin bircok risk s6z konusudur. Bu
sebeple genetik anomalileri tanimlayarak AML tdrleri icin blast esik degerleri
ortadan kaldinlmistir ve sadece MDSyi AML'den ayirmak icin %20 blast esik degeri
kabul edilmistir. Ayrica MDS-IB2, terapotik degerlendirmeler ve klinik arastirma
calismalarinda AML esdegeri olarak kabul edilebilecegi belirtilmistir (19).

Biyolojik olarak childhood MDS (cMDS), yetiskinlerde gozlenenden farkhdir ve
patogenezinin daha fazla aydinlatilmasi gerekmektedir. Siniflandirmada yapilan
glincelleme ile cMDS with low blasts terimi refrakter sitopeninin yerini almistir
(Tablo 3.2) (19).

Cocukluk cagi MDS'de tani konulabilmesi icin dncellikle enfeksiyonlar, yetersiz
beslenme, metabolik hastaliklar, kemik iligi yetmezligi sendromlari ve germline
patojenik varyantlarin sebep oldugu, neoplastik olmayan sitopenilerin dislanmasi
gerekmektedir.

3.2. Prognostik Genetik Faktorler ve Analiz Yontemleri

3.2.1. Prognostik Genetik Faktorler

MDS'lerde oldukea fazla genetik anomalinin tanimlanmasi ile bu anomalilerin
prognostik etkileri de aciga kavusturulmustur. Prognostik siniflandirmada bu genetik
anomaliler de rol almaktadir.
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Tablo 3.2. Cocukluk ¢agi myelodisplastik neoplaziler

Blast
Diisiik blast orani olan ¢ocukluk ¢agi MDS <%5 Ki, <%2 PK
Hiposelltler

Baska sekilde belirlenmeyen (NOS)
Yiiksek blast orani olan ¢ocukluk ¢cagi MDS %5-19 Ki, %2-19 PK
Ki: Kemik iligi, PK: Periferik kan, MDS: Myelodisplastik neoplaziler

International Prognostic Scoring System (IPSS) tedavi edilmemis, yetiskin hastalarin
prognozlarini degerlendirmek i¢in onemli bir standarttir. Revised-IPSS sisteminde de
(IPSS-R) sitogenetik veriler, blast oranlari ve sitopeniler onemlerini korumaktadirlar.
Sitogenetik anomaliler IPSS-R'de 5 prognostik grup altinda toplanmaktadir; cok iyi,
iyi, orta, kott, cok koti (Tablo 3.3) (20).

Bunlarinyanisira WHO classification-based Prognostic System’de kullaniimaktadir.
Burada da normal karyotip, izole Y kaybl, izole 5q ya da 20q delesyonu iyi, kromozom
7 anomalileri ve 3’ten fazla anomali olarak tanimlanan kompleks karyotip koti ve
diger sitogenetik anomaliler [t(8;21), inv(16), t(15;17) hari¢] orta prognostik faktor
olarak siniflandiriimaktadir (21).

Teknolojinin gelismesi ile MDSde bircok molekiiler diizeyde anomaliler
tanimlanmis olup, bu anomalilerin de prognostik etkileri agiga kavusmaya baslamistir.
Molecular-International Prognostic Scoring System (IPSS-M) molekiiler diizeyde
tanimlanan genetik anomalileri goz ontinde bulundurarak bir risk siniflandirmasi
sunmaktadir (https://mds-risk-model.com/). Bu siniflandirmada yer alan mutasyonlar
Tablo 3.4’te yer almaktadir (21).

Tablo 3.3. MDS sitogenetik skorlama sistemi

Prognostik alt grup Sitogenetik anomaliler

Cok iyi -Y, del(11q)

Iyi Normal, del(5q), del(12p), del(20q), cift del(5q)

Orta del(7q), +8, +19, i(17q), herhangi 1 ya da 2 bagimsiz klon
Kot -7,inv(3)/t(3g)/del(3q), -7 ve del(7q), kompleks: 3 anomali
Cok katu Kompleks: >3 anomali

Del: Delesyon, -: Monozomi, MDS: Myelodisplastik neoplaziler
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Tablo 3.4. IPSS-M prognostik risk semasinda yer alan gen mutasyonlari

Ana etki genleri Rezidiiel genler

7p53 Multi BCOR

miL PTD BCORL1

FLT3 CEBPA

SF3B71° ETNKT

NPM1 GATA2

RUNX1 GNBT

NRAS IDHT

ETV6 NF1

IDH2 PHF6PPM1D

CBL PRPF8

U2AF1 PTPN11

SRSF2 SETBP1

DNMT3A STAG2

ASXL1 WT1

KRAS

SF3B1*

SF3B1%: SF3B1 mutasyonu + 5q delesyonu ya da bir diger anomali [-7/del(7q) harig]
SF3B1*: SF3B1 mutasyonu fakat BCOR, BCORL1, RUNX1, NRAS, STAG2, SRSF2 mutasyonlari veya del(5q)
negatif, IPSS-M: Molecular-International Prognostic Scoring System

MDS'lerde siklikla saptanan ancak negatif olma durumlarinda MDS tanisini
dislamayan bazi somatik mutasyonlarin meydana geldigi genler ve prognostik
etkileri asagida listelenmistir (bakiniz Bolim 9);

- TET2 mutasyonlari genellikle normal karyotip ile iliskilidir.

- DNMT3A mutasyonlari genellikle AML'de gozlenir.

- ASXLT, U2AF1, ZRSR2, RUNXT, STAG, NRAS, ETV6, GATA2, BCOR, FLT3, WT1, NPM1
ve EZH2 mutasyonlari bagimsiz olarak koti prognoz ile iliskilendirilmektedir.

- SF3B1 mutasyonlari genellikle halka sideroblastlar ile iliskili olup, bagimsiz
sekilde iyi prognoz ile iliskilendirilmektedir.

- TP53 mutasyonlari bagimsiz olarak kotli prognoz ile iliskilendirilmekte olup,
siklikla kompleks karyotip (%50) ve 5q delesyonlarina (%15-20) eslik etmektedir.
Tedavi direncine ve relapsa neden olabilmektedir.
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- IDH1 ve IDH2 mutasyonlari daha siklikla AML'de gozlenir. IDH2 mutasyonlari
kot prognoz ile iliskilendirilmektedir.

3.2.2. Analiz Yontemleri

- MDS'lerde tekrar eden kromozomal anomalilerin tespit edilebilmesi icin tani
aninda, tim kromozomlarin sayisal ve yapisal olarak degerlendirilmesine imkan
sunan konvansiyonel sitogenetik analizlerin yapilmasi onerilmektedir.

- Konvansiyonel sitogenetigin basarisiz oldugu durumlarda, 5q, 7q, 20q, TP53
ve 11q delesyonlarinin tespit edilebilmesi icin floresan in situ hibridizasyon (FISH)
testi uygulanabilir.

- Bu testler kemik iligi aspirasyon érneklerinden calisiilmahdir ve konvansiyonel
sitogenetik analizlerin normal olarak raporlanmasi icin en az 20 metafaz plaginin
degerlendirilmesi gerektigi goz ontinde bulundurulmaldir.

- Konvansiyonel sitogenetik analizler icin kemik iligi ornekleri 24 ve 48 saat
kilttre edilmelidir. Her yil bu testler tekrar edilmelidir.

- American Association for Cancer Research’e gore tani aninda sitogenetik
calismalarin yani sira somatik varyantlarin arastirilmasi icin myeloid panelin de
calisiimasi 6nerilmektedir.

- RUNX1, GATA2 veya Fankoni anemisi gibi patojenik varyantlari tasiyan, risk
altindaki hastalar ve aile tyeleri icin ise takip olarak alti ayda bir tam kan sayimi
onerilir. Yalnizca kan sayimi degerlerinin kotilesmesi durumunda kemik iligi
aspirasyonu, sitogenetik ve myeloid panel onerilmektedir.

- Klonal evolisyonun takibinin yapilabilmesi icin de yillik somatik, patojenik
varyant analizleri de onerilmektedir (bakiniz Boltim 9) (22).

- MDS'lerin risk siniflandiriimasinda da 6nemli yere sahip TP53 gen varyantlari
mutasyon, delesyon ya da loss of heterozygosity (LOH) tipinde gozlenebilmektedir.
Biallelik TP53 anomalileri coklu mutasyonlar ya da diger allelin delesyonu sonucu
olusabilmektedir. Bu sebeple TP53 gen anomalilerinin saptanmasi i¢in 4-11
eksonlarini kapsayan bir dizileme calismasi yani sira FISH ya da array teknolojileri ile
kopya sayisi degisikliklerinin analizlerinin yapilmasi onerilmektedir (15).

3.3. MDS’de Tedavi

MDS'lerde tedavi yaklasimlarindan énce risk siniflandirmasinin degerlendirilmesi
gerekmektedir. Bu risk degerlendirmelerinde genetik anomalilerin rolii oldugu icin,
genetik testlerin hizla sonuglanmasi gerekmektedir. Risk degerlendirme sonuclarina
gore kilavuzlarda onerilerin tedavi yontemleri uygulanmaktadir.
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Yapilan genetik analizler sonucunda 5q delesyonu saptandiginda lenalidomid
isimli etken maddeyi iceren ilaglar tedavide kullaniimaktadir.

Ayrica tedavi hedefi olarak BCL2 inhibitorleri ve IDH1/2 inhibitorlerinin etkileri
tizerindeki calismalar devam etmektedir.

- MDS genetik anomalilere ve morfolojik ozelliklere gore olmak Ulzere ayri

siniflandiriimaktadir.

- Genetik anomaller tanimlanan MDS diisiik blast orani ve 5q delesyonu olan, dusiik blast orani
ve SF3B71 mutant MDS ve hiallelik TP53 inaktif MDS olmak tizere tce ayrilir.

- SF3BT ve ¢oklu vurus olmayan TP53 mutasyonlari MDS-5q siniflandirmasini etkilemez.
- MDS ve AML ayriminda %20 blast orani esik deger olarak kabul edilmektedir.

- Kromozomal anomaliler MDS risk siniflandirmasinda rol oynamaktadir.

- Bircok gen mutasyonu MDS risk siniflandirmasinda rol oynamaktadir.

- Tanianinda kemik iligi orneklerinden konvansiyonel sitogenetik analizler yapiimalidir.

- Ayrica tani aninda myeloid panel ile somatik varyant analizi yapiimalidir.
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4. MYELODISPLASTIK/MYELOPROLIFERATIF NEOPLAZILER

Myelodisplastik/myeloproliferatif neoplaziler (MDS/MPN) kategorisi MDS ve
MPN’nin ortlisen patolojik ve molekiiler ozellikleri ile tanimlanmaktadir. Diinya
Saglik Orgiitli (WHO 5. baski) siniflandirmasinda kronik myelomonositik l6semi
(KMML) tipinde 6nemli gtincellemeler olmustur (15).

Tablo 4.17'de MDS/MPN grubunun siniflandirmasi yer almaktadir.

Tablo 4.1. MDS/MPN grubunun siniflandirmasi

Kronik myelomonositik [6semi

Notrofili olan myelodisplastik/myeloproliferatif neoplaziler

SF3B7 mutasyonu ve trombositozu olan myelodisplastik/myeloproliferatif neoplaziler

Myelodisplastik/myeloproliferatif neoplaziler, diger gruplarda tanimlanmayan

4.1. Kronik Myelomonositik Losemi

KMML MDS/MPN’nin en yaygin tipi olup, periferik kanda monositoz ve epigenetik
regiilasyon, splisozom, sinyal iletimleri gibi ©nemli mekanizmalarda rol alan
genlerdeki somatik mutasyonlar ile karakterizedir.

4.1.1. Kronik Myelomonositik Lésemide Tani
KMML'nin tani kriterleri Tablo 4.2'de yer almaktadir (15).
Ancak tanida dikkat edilmesi gereken bazi 6nemli noktalar vardir;

1. MPN tanisina sahip bir hastada tani aninda veya daha sonra monositoz
gozlenebilir ve bu durum KMML'yi taklit edebilir. Bu durumda olgularda MPN tanisi
olmasi, KMML tanisini dislar. Kemik iliginde MPN bulgulari olmasi ya da MPN iliskili
mutasyonlarin (JAK2, CALR, MPL) yiiksek oranda saptanmasi taninin MPN oldugunu
destekler niteliktedir.

2. Tirozin kinaz filizyonu saptanan myeloid/lenfoid neoplaziler icin kriterler,
eozinofili olgularinda ozellikle dislanmalidir.

3. Morfolojik displazi, kemik iliginde hematopoietik bir kokenden gelen
hiicrelerin >%10’unda bulunmalidir.

4. Periferik kan monosit alt kiimelerinin anormal béltinmesi, bilinen aktif
otoimmiin hastaliklar ve/veya sistemik enflamatuvar sendromlar yoklugunda artan
klasik monositlerin (>%94) saptanmasina dayalidir.
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Tablo 4.2. Kronik myelomonositik l6semi tani kriterleri

On kosul kriterleri

1. Kahcr mutlak (>0,5%10°/L) ve bagil (>%10) periferik kan monositozu

2. Blastlar, periferik kan ve kemik iligindeki hiicrelerin <%20’sini olusturmasi

3. Kronik myeloid losemi veya diger myeloproliferatif neoplazilerin tani
kriterlerini karsilamamasi

4. Tirozin kinaz fiizyonlari ile myeloid/lenfoid neoplazilerin tani kriterlerini
karsilamamasi

Destekleyici kriterler

1. >1 myeloid soy iceren displazi

2. Klonal sitogenetik veya molekiler anomali saptanmasi

3. Periferik kan monosit alt kiimelerinin anormal boliinmesi

Tani icin gereklilikler

On kosul kriterlerinin mevcut olmasi

Monositoz > 1x10°%/L ise: bir veya daha fazla destekleyici kriter karsilanmali

Monositoz >0,5 ve <1x10%/L ise: destekleyici kriterler 1 ve 2 karsilanmali

Alt tip kriterleri

Myelodisplastik KMML (MD-KMML): WBC <13x10°/L

Myeloproliferatif KMML (MP-KMML): WBC >13x10°/L

Alt tip kriterleri (blastlarin ve promonositlerin yiizdesine gore)

KMML-1: Periferik kanda <%5 ve kemik iliginde <%10

KMML-2: Periferik kanda %5-19 ve kemik iliginde %10-19

KMML: Kronik myelomonositik losemi, MD: Myelodisplastik, MP: Myeloproliferatif
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Ancak hala KMML'nin yeni tani kriterlerine uymayan, aciklanamayan klonal
monositozlu bireyleri siniflandirmak icin en uygun yaklasimin belirlenebilmesi
adina ek ¢alismalara ihtiyag vardir.

4.1.2. Diger MDS/MPN Gruplari
Atipik kronik myeloid losemi terimi yerine yeni giincelleme ile notrofili olan
MDS/MPN kullaniimaktadir. Boylelikle KML ile karisiklik onlenmis olmaktadir.

Halka sideroblastlari ve trombositozu olan MDS/MPN, SF3B87 mutant oldugunda
SF3B7 mutasyonu olan MDS/MPN olarak yeniden tanimlanmistir. SF3B7 wild tip
oldugunda ise halka sideroblastlari ve trombositozu olan MDS/MPN terimi hala
kullanilabilmektedir (15).

4.2. MDS/MPN’de Prognostik Genetik Faktorler ve Analiz Yontemleri

KMML'de en sik gozlenen mutasyonlar TET2, SRSF2, ASXL1, RUNXT, NRAS ve CBL
gen mutasyonlaridir. Janus kinaz-2 (JAK2) mutasyonlari da gozlenebilmekte olup,
JAK2 inhibitorleri ile tedavi uygulanabilir (2).

MDS/MPN’lerde en sik gozlenen mutasyonlar ve uygulanabilecek tedavi
secenekleri Tablo 4.3’te yer almaktadir (2).

Tablo 4.3. MDS/MPN’de saptanan mutasyonlar ve tedavi secenekleri

Alt tipi En sik gozlenen Tedavi
mutasyonlar
Kronik myelomonositik TET2, SRSF2, ASXLT, HMA
|6semi-1 RUNXT, NRAS, CBL
Kronik myelomonositik TET2, SRSF2, ASXL1, HMA + JAK2 inhibitori ve/
|6semi-1 RUNXT, NRAS, CBL veya allojenik KIT
Trombositoz ve SF3B1 SF3B1, JAK2, MPL, HMA ve/veya lenalidomide
mutasyonu olan MDS/MPN | CALR veya Luspatercept
Notrofili olan MDS/MPN SETBPT, ETNKT, ﬁw;t);/t%/x::?v@l\i a allojenik
BCR::ABLT negatif i ya atio]
MDS/MPN diger gruplarda | TET2, NRAS, RUNXT, _—
tanimlanmayan cBL, SeTBPT, asxLy | IMAvelveyaallojenik KIT
HMA: Hipometilleyici ajanlar, KIT: Kemik iligi transplantasyonu, JAK2: Janus kinaz-2, MDS:
Myeloproliferatif neoplazma, MPN: Myeloproliferatif neoplaziler
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Gen mutasyonlarinin yani sira KMMLUde ETV6::PDGFRB fiizyon geninin
olusmasina sebep olan t(5;12) saptanan olgulara ise tirozin kinaz inhibitor tedavisi
verilebilir. Ayrica MDS/MPN grubunda sik gozlenen kromozomal anomaliler trizomi 8
(+8), Y kromozom kayhi, kromozom 7 aberasyonlari (monozomi 7 ve del7q), trizomi
21 (+21) ve kompleks karyotip olarak bilinmektedir. ilgili tanida izole del(5q) (<%1)
ve monozomal karyotipler (~%10) nadir olarak goriilmektedir (3).

Kromozom anomalilerinin analizlerine imkan veren konvansiyonel sitogenetik
calismalar icin heparinli tiipte, kemik iligi ornekleri ile calisiimali ve 6rnekler 24-48
saat kiltir edilmelidir. Gen mutasyonlari icin ise reverse transcription-polymerase
chain reaction ya da yeni nesil sekanslama temelli gen panelleri onerilmektedir.
Molekiiler ¢alismalar icin ise drneklerin ethylenediamine tetraacetic acid’li (EDTA)
tupte laboratuvara ulastirilmasi gerekmektedir. Gen panellerinde bulunmasi gereken
genler Tablo 4.4'te yer almaktadir (4).

Tablo 4.4. KMML’de analiz edilmesi 6nerilen gen mutasyonlari

Hiicresel gorevleri iliskili genler ve goriilme sikhiklan

Epigenetik regiilator genlerinin

TET2 (~%60), DNMT3A, IDH1 ve IDH2
mutasyonlari

Kromatin regiilasyonu ve histon

. ASXLT (~%40), EZH2, UTX, EED ve SUZ12
modifikasyon mutasyonlari

Splicing mekanizma mutasyonlar SF3B1, SRSF2 (~%50), U2AF1 ve ZRSR2

Kohesin kompleks mutasyonlari STAG2, BCOR, SM(3, SMC1A ve RAD21

DNA hasar yanit genlerinin mutasyonlari TP53 (~1%) ve PHF6

Sinyal transdiiksiyon ve hiicresel/reseptor | JAK2, SH2B3 (LNK), KRAS, NRAS (RAS
tirozin kinaz yolaklarinda mutasyonlar ~%30), CBL (~%10-15), FLT3 ve NPM1

Digerleri RUNXT (TF) ve SETBPT (~%15)

KMML: Kronik myelomonositik losemi
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5. AKUT MYELOID LOSEMI

Akut myeloid losemi (AML), myeloid, megakaryositik, eritroid ve monositik
hiicreleri olusturacak olan onciil hiicrelerde meydana gelen hematolojik bir
malignitedir. Olgunlasmamis hiicrelerin birikimi kemik iliginde baslamakta ve
periferik kanda hizla sirmektedir. Bazen lenf diiguimleri, dalak, karaciger, testisler
ve merkezi sinir sistemi gibi diger bolgelere yayillmaktadir (23). AML insidansi
yasla birlikte artmakta olup, AML tanisi alan hastalarin %601 tani aninda 60 yas
tizerindedir. Ug ve bes yillik sagkalim oraninin ileri yas hastalarinda %5-8 arasinda
oldugu bildirilmektedir (24).

5.1. Tani ve Siniflandirma

Diinya Saglk Orguitii (WHO) AMLsiniflandiriimasini yakin zamanda giincellemistir.
Bu giincellemeye ihtiya¢c duyulmasina sebep olan nedenler; tekrarlayan genetik
anomalilerin tani, prognoz ve AMLye yatkinlik agisindan klinik onemlerinin biytk
olcide ortaya koyulmus olmasi, minimal rezidiiel hastaligin (MRD) takibinin
yapilmasindakiteknolojik gelismeler, bunlarin sonuglarinin terapétik yanit ve hastalik
risk degerlendirilmesindeki etkileri, yeni terapotik hedeflerin gelistirilmesidir.

WHOnun AML siniflandirmasinda yaptigi en son giincellemesine (WHO 5. baski)
gore en onemli yenilikler;

- AML hiicre farklilasmasina gore tanimlanan AML'den, genetik anomaliler ile
tanimlanan AMLyi ayirmasi (Tablo 5.1),

- Daha once AML NOS (AML Not Otherwise Specified) olarak tanimlanan ve
karisikliga sebep olan siniflandirmayi kaldirmasi,

- BCR::ABL1 fiizyonu pozitif AML ve CEBPA mutasyonu pozitif AML haricinde,
genetik anomaliler ile tanimlanan AML turleri igin %20 blast orani gerekliliginin
ortadan kaldiriimasidir (15).

Asagidakitabloda (Tablo 5.1) yer alan, tanisal 5neme sahip genetikanomalilerden
birkaci hakkinda onemli bilgiler:

- KMT2A, MECOM, NUP98 gen yeniden diizenlenmelerinin kriptik olabilecegi
konvansiyonel sitogenetik analizler esnasinda goz oninde bulundurulmalidir.
Floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi yardimci test olarak kullanilabilir.

- MLL'nin 80'den fazla partnerinin tanimlanmis olmasi sebebiyle, daha
once 1(9;11) olarak tanimlanan sinifin MLL gen yeniden diizenlenmeleri olarak
siniflandinimasina ihtiya¢c duyulmustur. Zorunlu tutulmamakla birlikte, prognostik
bilgi saglayacagi ve hastalik takibini etkileyecegi icin MLL geninin partnerin
tanimlanmasi onerilmektedir.
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Tablo 5.1. Akut myeloid l6semi WHO siniflandirmasi

Akut myeloid losemi

Genetik anomaliler ile tanimlanan AML Farklilasma ile tanimlanan AML
PML::RARA flizyonu pozitif akut Minimal farklilasma gosteren akut
promyelositik IGsemi myeloid losemi

RUNXT::RUNXTTT fuizyonu pozitif akut Maturasyon gostermeyen akut
myeloid losemi myeloid l6semi

CBFB:: MYH11 fiizyonu pozitif akut myeloid | Maturasyon gosteren akut myeloid
|6semi |6semi

QEK.‘.'NUP214 flizyonu pozitif akut myeloid Akut bazofilik [semi

|6semi

ll?ﬁ.ilé/lr;?::MRTFA flizyonu pozitif akut myeloid T

BCR::ABL1 flizyonu pozitif akut myeloid

. Akut monositik [6semi
|6semi

KMT2A yeniden diizenlenmesi pozitif akut

Sl Akut eritroid losemi
myeloid l6semi

MECOM yeniden diizenlenmesi pozitif akut
myeloid losemi

NUP98 yeniden diizenlenmesi pozitif akut
myeloid losemi

NPM1T mutasyonu pozitif akut myeloid
|6semi

Akut megakaryoblastik losemi

CEBPA mutasyonu pozitif akut myeloid
|6semi

Myelodisplazi-iliskili akut myeloid l6semi
(AML-MR)

Diger genetik anomalilerin tespit edildigi
akut myeloid losemi

WHO: Diinya Saglik Orgiitii, AML: Akut myeloid l6semi
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- Mutasyonlaragisindan siniflandirilan AML'de ise NPM 1 ve CEBPA mutasyonlari
goz ontinde bulundurulmalidir.

- NPM1 mutasyonu pozitif AML'de blast oranindan bagimsiz olarak tani
konabilir.

- CEBPA mutasyonu pozitif AML'de ise tek ya da cift allel mutasyon pozitif
olabilir. Genin basic leucine zipper (bZIP) monoallelik mutasyonlari pediatrik ve 70
yasina kadar olan yetiskinlerde iyi prognoz ile iliskilendirilmistir.

- RUNXT mutasyonlarinin ise ayri bir grup olarak siniflandiriimasi icin yeterli
ozgulliikte veri bulunmamaktadir.

Yapilan bir diger giincelleme ise daha 6nce myelodisplazi iliskili degisiklere
sahip AML olarak tanimlanan AML alt grubunun, myelodisplazi-iliskili AML (AML-
MR) olarak yeniden tanimlanmasidir. Bu AML tipi icin karakteristik ozellikler;

- Myeloid imminofenotipte >%20 blast orani,

- MDS iliskili sitogenetik ve molekiiler anomaliler bulunmasi,

- MDS, MDS/MPN oykiisii olmasi veya de novo gelismesidir.

Yeni WHO giincellemesine gore artik sadece morfolojinin tek basina tanida
kullanilmasi  kabul edilmemektedir. Sitogenetik kriterler giincellenmis ve 8
genlik (SRSF2, SF3B1, U2AF1, ZRSR2, ASXL1, EZH2, BCOR, STAG2) bir gen paneli
tamimlanmistir. Tanimlanan mutasyonlarin yaklasik %95'ten fazlasi MDS, MDS/
MPN sonrasi gelisen AML'de tespit edilmektedir. AML-MR tanisinin konulmasi icin
diagnostik oneme sahip genetik anomaliler Tablo 5.2°de yer almaktadir.

Tablo 5.2. AML-MR’de diagnostik genetik anomaliler

Sitogenetik anomaliler

Kompleks karyotip (>3 anomali)
5q delesyonu ya da 5q delesyonu ile sonu¢lanan dengesiz translokasyonlar 11q
delesyonu

12p delesyonu ya da 12p delesyonu ile sonuclanan dengesiz translokasyonlar
Monozomi 13 ya da 13q delesyonu

17p delesyonu ya da 17p delesyonu ile sonuclanan dengesiz translokasyonlar
izokromozom 17q

idic(X)(q13)
Somatik gen mutasyonlari
ASXL1, BCOR, EZH2, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, ZRSR2
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Diger genetik degisikliklere sahip AML'de ise su an nadir goriilen genetik
fuzyonlar yer almaktadir.

5.1.1. Farklilasma ile Tanimlanan AML

Bu AML sinifi genetik anomali tanimlanmayan gruplari icermektedir. Tani
konulmasi icin gerekli olan kriterler Tablo 5.3’te yer almaktadir.

5.2. Prognostik Genetik Faktorler ve Analiz Yontemleri

5.2.1. Prognostik Genetik Faktorler

AMLUnin genetik acidan oldukca heterojen olmasi, tekrarlayan genetik
anomalilerin risk grubu agisindan siniflandiriimasi ve sirekli giincellenmesi
ihtiyacini beraberinde getirmektedir.

- European LeukemiaNet’in (ELN) son glincellemesinde yapilan en onemli
degisikliklerden birisi FLT3-: allel yukintun artik siniflandirmada goz o6niinde
bulundurulmamasidir. FLT3- ITD mutasyonlari kotti prognostik etkisi olan bir genetik
anomalinin eslik etmedigi durumlarda orta prognostik risk sinifinda yer almaktadir.

- Yapilan diger onemli degisikliklerden birisi de myelodisplazi-iliskili AML gen
mutasyonlarinin koti prognostik risk grubunda siniflandiriimasidir. Artik sadece
ASLXT ve/veya RUNXT gen mutasyonlari degil ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3BI,
SRSF2, STAG2, U2AFT ve ZRSR2 genlerininenazbirinde patojenikvaryant saptanmasi
myelodisplazi ile iliskilendirilmesi icin yeterli kabul edilmektedir.

- NPM1 gen mutasyonu “iyi prognostik risk” grubunda yer almaktadir. Fakat
NPM1 gen mutasyonuna kotu prognostik etkisi oldugu bilinen sitogenetik bir
anomalinin eslik etmesi durumunda, NPM7 gen mutasyonu “koti prognostik risk”
sinifina dahil edilmelidir.

- CEBPA geninin bZIP bolgesini etkileyen in-frame mutasyonlar, biallelik ya da
monoallelik olmasina bakilmaksizin iyi prognostik risk grubunda siniflandirihir.

- Daha once sadece t(3;3) veya inv(3) ile iliskilendirilen MECOM yeniden
diizenlenmesi artik t(3q26.2;v) olarak tanimlanmakta ve kotu risk grubunda yer
almaktadir. Ayrica t(8;16)(p11.2;p13.3) (KAT6A::CREBBP gen flizyonu) da kotu
prognostik risk grubunda yer almaktadir.

- Hiperdiploid karyotipler ise artik kompleks karyotip ve kotli prognostik risk
grubunda yer almamaktadir (25).

ELN’'nin AML'de saptanan genetik anomalileri prognostik riskleri agisindan
giincel siniflandirmasi Tablo 5.4’te yer almaktadir.
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Tablo 5.4’te yer alan genetik anomaliler ile ilgili bazi ayrintilara yer vermemiz
gerekirse;

- lyi prognostik risk grubunda bulunan t(8;21)’e KIT ya da FLT3 mutasyonlarinin
eslik etmesi bu anomalinin risk kategorisini degistirmemektedir.

- Kot risk grubunda yer alan KMT2A yeniden diizenlenmeleri KMT2A parsiyel
tandem duplikasyonlarini icermemektedir.

- Kompleks karyotip ise diger risk grubunda bulunmayan, birbirinden bagimsiz
en az lc¢ anomalinin varhigr olarak kabul edilmekte ve hiperdiploid karyotipler
bunun disinda kalmaktadir.

Tablo 5.4. Tanida saptanan genetik anomalilerin ELN’ye gore risk siniflandirmasi

Risk .. | Genetik anomali
kategorisi
t(8;21)(022;022.1)/RUNX1::RUNXTT1
i inv(16)(p13.1q22) veya t(16;16)(p13.1;022)/CBFB::MYH11

Mutant NPM1 (FLT3-ITD yoklugunda)

bZIP in-frame mutant CEBPA

Mutant NPM7 ile FLT3-ITD

Wild-type NPM1 ile FLT3-ITD (k&tu riskli genetik anomali yoklugunda)
Orta 1(9;11)(p21.3;023.3)/MLLT3::KMT2A

iyi ya da kotii olarak risk siniflandirmasi yapiimamis sitogenetik ve/
veya molekiiler anomaliler

1(6:9)(p23.3;934.1)/DEK::NUP214

t(v;11023.3)/KMT2A-yeniden dizenlenmeleri
t(9;22)(q34.1;q11.2)/BCR::ABL1
1(8;16)(p11.2;p13.3)/KAT6A::CREBBP

inv(3)(21.3926.2) veya t(3;3)(q21.3;026.2)/GATA2, MECOM(EVI1)
Kotu 1(326.2;v)/MECOM(EVIT)-yeniden diizenlenmeleri

-5 veya del(5q); -7; -17/abn(17p)

Kompleks karyotip, monozomal karyotip

Mutant ASXL, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 velveya
ZRSR2

Mutant TP53

ELN: European LeukemiaNet
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- Monozomal karyotip, X ve Y kromozomlari harig, iki veya daha fazla farkh
monozomi varligi ya da en az bir yapisal anomali ile tek bir otozomal monozomi
(core-binding AML haric) varhig olarak tanimlanmaktadir.

- ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 ve/veya ZRSR2
mutasyonlari iyi prognostik bir belirtec ile birlikte tespit edilmesi durumunda kot
prognostik marker olarak dustiniilmemektedir.

- TP53 mutasyonlarinda ise mono/biallelik olmasina bakilmaksizin, en az
%10’luk allel frekansi ile bir varyasyon saptanmasi durumunda bu mutasyonlar
kompleks karyotip ya da monozomal karyotip ile iliskilendirilmektedir.

- IDH1/IDH2 ya da DNMT3A gibi mutasyonlar icin ise ayri ELN prognostik grup
olusturulmasi icin yeterli veri bulunmamakla birlikte, /IDH genlerinin tedavi hedef
olmasinin prognozu etkileyebilecegi goz ontinde bulundurulmalidir.

- Ayrica bu risk siniflandiriimasinin yogun tedavi goren hasta verilerine
dayanarak gelistirildigi ve daha az yogun tedavi verilen hastalar icin degisiklikler
gerekebilecegi de goz 6ntinde bulundurulmalidir (25).

- Akut promyelositik losemi (APL) ise t(15;17)(q24;q21) translokasyonu ile
karakterize olup, hastalarin %95'inde bu translokasyon gézlenmektedir.

- APL hastalan beyaz kan hiicrelerinin sayisina gore dusiik, orta ve yiiksek risk
sinifina ayrilir.

- FLT3, WT1, NRAS, KRAS, ARID ve PML genlerinde mutasyonlar PML::RARA
flizyonuna eslik edebilir. Fms like tyrosine kinase 3 en sik mutasyon gozlenen gendir.

- PML ve RARA genlerindeki mutasyonlar daha cok relapsta gozlenir (5).

5.2.2. Analiz Yontemleri

AML siniflandirmasinda olduk¢a ©nemi olan genetik anomalilerin buyiik
kisminin tanimlanmasinda kullanilan ve tiim kromozomlarin sayisal ve yapisal
olarak degerlendirilmesine imkan sunan konvansiyonel sitogenetik, AML
degerlendirilmesinde yapilmasi zorunlu olan bir testtir. Ancak konvansiyonel
sitogenetigin basarisiz oldugu durumlarda, t(8;21), inv(16), MLL, MECOM gen yeniden
diizenlenmeleri veya 5q, 7q, 17p gibi delesyonlarin saptanmasinda FISH testi
uygulanabilir (25).

Molekiiler yontemlerle ise tanisal, prognostik ve tedavi hedefi oldugu bilinen tim
anomalilerin analizlerinin gerceklestirilmesi gerekmektedir. Bu testler ticari olarak
olusturulmus gen panelleri veya ayni anda mutasyonlari ve yeniden diizenlenmeleri
saptayabilecek platformlar tarafindan gerceklestirilebilir.
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ELN’nin tanida ve risk siniflandirmasinda yapilmasi gereken calisma onerileri
Tablo 5.5'te yer almaktadir.

5.3. AML’de MRD
AMLde MRD degerlendirilmesi;

- Derin bir remisyon durumu olusturmak icin kantatif bir metot saglamak,

- Remisyon sonrasi relaps riskinin belirlenmesi ve erken miidahaleyi saglamak
icin yaklasan niiksui belirlemek,

- Akselere ilag testi ve onayi icin bir son nokta belirlemek icin kullaniimasini
saglamak amaciyla yapiimaktadir.

Suanda MRD analizi icin en kapsamli iki metot kullanilmaktadir; multiparameter
flow cytometry-MRD ve quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction
(molekiiler MRD). Yeni nesil sekanslama (NGS) ve dijital PCR yontemleri de MRD
analizleri icin kullaniimak icin gelistirilmektedirler (Tablo 5.6) (25).

MRD analizlerinde bireysel mutasyonlar icin bir esik degeri yoktur. Klonal
hematopoez ve germline mutasyonlari haricinde varyant allel frekansi >%0,1
olarak kabul edilmektedir. Ayrica DNMT3A, TET2 ve AXSL1 gibi malign oncesi klonal
hematopoez ile uyumlu yaygin gen mutasyonlari hari¢ tutulmahdir. Ciinkii hangi
mutasyonlarin gercekten rezidiiel AML'nin gostergesi oldugunu ve klonal hematopoez
olmadigini belirlemek icin daha fazla calisma yapiimasi gerekmektedir.

5.4. AML’de Tedavi

AML'de tekrarlayan genetik anomalilerin tanimlanmasi ile tedavi hedefleri
artmakta ve son yillarda hem baslangic hem de niiks refrakter AML hastalari icin
yeni ilaglarin the U.S. Food and Drug Administration (FDA) onayi almis olmasi
bu hasta grubunun tedavisi icin oldukca umut vericidir. Tedavi seceneklerinin
artmasi ile birlikte klinisyenlerin siireci yonetmeleri de zorlasmaktadir. indiiksiyon
tedavisi seciminde yaklasim oldukca onemlidir. Tedavi oncesi sitogenetik ve
mutasyon profili burada énemli bir rol oynamakta ve terapi sonucu tahminini
gliclendirmektedir.

AML'de saptanan genetik anomalileri hedefleyen tedavi seceneklerini 6zetlemek
gerekirse;

- FLT3 mutant, yogun kemoterapiye uygun AML'de, baslangic tedavisine FLT3
inhibitorleri tedaviye eklenir.

- Yogun kemoterapiye yanit vermeyen ya da relaps olan FLT3 mutant hastalarda
hastalik progresyonu boyunca bir diger FLT3 inhibitor tedavisi verilir. Bu inhibitor
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Tablo 5.5. AML’de tani aninda ELN tarafindan onerilen testler

Tanisal testler Ek testler

Tam kan sayimi ve differansiyel sayim (en az ikibin hiicre

sayilmali) N
Kemik iligi aspirasyonu - Komple fizik
——_— muayene
Kemik iligi trefin biyopsisi - Performans durumu
Flow sitometri ile immiinofenotipleme (ECOG/WHO skoru)
Sonuclanmasi | - Geriatrik
Genetik analizler icin Onerilen degerlendirme
siire (istege bagli)
Sitogenetik'? (kemik iligi tercihen) 5-7 giin - Biyokimya ve

pihtilasma testleri
- Hepatit A, B, C, HIV1
testi, CMV, EBV, HSV,

Tani koymak ve tedavi hedefi belirmek icin
gen mutasyonlarinin taranmasi (kemik iligi
ya da periferik kan)

- vzv
D ity 33 gen - Serum gebelik testi
NPM1 3-5 gl - Allojenik HCT
CEBPA,DDX41,TP53; ASXL1, BCOR, EZH2, 1. kiir icin uygunluk
RUNXT1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1, ZRSR2 | dongisti degerlendirmesi
Gen yeniden diizenlenmelerinin taranmasi - Gogiis rontgeni, 12-
PML::RARA, CBFB::MYH11, ez A
RUNXT::RUNXTTT, KMT2A yeniden T i elektrokardiyogram,
diizenlenmeleri, BCR::ABL1, diger fiizyon g ekokardiyogram

ya da MUGA

genleri (eger miimkiinse)

5 (endikasyon varsa)
Tanida 6nerilen gen mutasyonlari L .
- Bilgisayarli tomografi

ANKRD26, BCORLT, BRAF, CBL, CSF3R, DNMT3A, ETV6, (endikasyon varsa)

GATAZ2, JAK2, KIT, KRAS, NRAS, NF1, PHF6, PPM1D,
PTPNT1, RAD21, SETBP1, TET2, WT1

- Lumbar ponksiyon
(endikasyon varsa)

Medikal dykii - Oosit ve sperm
Demografik ve medikal 6ykii k(iypprezervasyon
Detayl aile oykis b|.Ig|5|

- Biyobanka

Hasta kanama oykdist

Komorbidite analizi

TAML'de sitogenetik analizler icin 24-48 saat kiiltiir 6rnekleri tercih edilir. t(15;17) analizi igin 48 saat kiltur
onerilmektedir. *Konvansiyonel sitogenetik sonuglarinin normal olarak degerlendirilebilmesi icin en az 20
metafaz plaginin degerlendirilmesi gerekmektedir. WHO: Diinya Saglik Orgiitti, CMV: Sitomegaloviriis, EBV:
Epstein-Barr viriisii, HSV: Herpes simpleks virtst
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yogun kemoterapiye uygun olmayan, FLT3 mutant AML'de kurtarma tedavisi olarak
da verilebilir.

- Yogun kemoterapiye uygun olmayan, IDH1 veya IDH2 mutant AML'de kurtarma
tedavisi olarak IDH inhibitor tedavisi verilebilir.

- Yogun kemoterapiye uygun olmayan, IDHT mutant AML'de, baslangic
tedavisinde hastanin durumuna gore IDHT inhibitori monoterapi olarak da
verilebilir.

AML'de saptanan genetik anomalilerin tedavi yanitlari tizerinde bircok ¢alisma
devam etmekte olup, yakin tarihte, AML'de tedavi oOnerilerinin hizla gelisecegi
on gorulmektedir. Ancak tedavi seceneklerinin belirlenebilmesi icin genetik
analizlerin 3-5 giin icerisinde sonuclandiriimasi gerektigi muhakkak goz ontinde
bulundurulmalidir.

- Yeni tani AML'de genetik anomaliler ile tanimlanan AMLde siniflandirmada rol oynayan
PML::RARA, RUNXT::RUNXTT1, CBFBMTH11, DEK::NUP214, RBM15: TRTFA fiizyonlar,
BCR::ABL,  KMT2A, MECOM, NUP98 yeniden diizenlenmeleri ve NPM1 ve CEBPA
mutasyonlarinin analizleri gerceklestiriimelidir.

- KMT2A, MECOM, NUP98 yeniden diizenlenmeleri kriptik olabilecegi icin FISH yontemi ile

analiz edilmesi gerekmektedir.

AML-MR tanisi icin artik sadece morfoloji yeterli degildir.

- AML-MR tanisi icin kompleks karyotip, 5q, 11q, 12p, 17p, 13q delesyolari, izokromozom 17

ya da idic(X) kromozom anomalilerinin tespit edilmesi gerekmektedir.

AML-MR tanisi icin ayrica molekiiler olarak ASXLT, BCOR, EZH2, SF3B1, SRSF2, STAG2,

U2AF1 ve ZRSR2 gen mutasyonlari saptanmalidir.

- FLT3-ITD mutasyonlari kotii prognostik etkisi oldugu bilinen bir anomalinin eslik etmedigi
durumlarda orta prognostik risk grubunda yer almaktadir.

- NPM1 gen mutasyonlari kétl prognostik etkisi oldugu bilinen bir anomalinin eslik etmesi
durumunda kot risk grubunda yer almaktadir.

- t(8;21)e KIT ya da FLT3 mutasyonlarinin eslik etmesi bu anomalinin risk grubunu

degistirmemektedir.

Kot risk grubunda vyer alan KMT2A vyeniden diizenlenmeleri parsiyel

tandem duplikasyonlari icermemektedir.

- ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2, STAG2, U2AF1 ve/veya ZRSF2 mutasyonlari

iyi prognostik bir belirte ile birlikte tespit edildiginde kotu risk grubunda kabul

edilmemektedirler.

AML siniflandirmasinda rol oynayan genetik anomalilerin yani sira prognostik etkisi bilinen,

Tablo 5.4'te yer alan genetik anomalilere yonelik de genetik testlerin yapilmasi

gerekmektedir.
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- TP53 mutasyonlari %10’luk allel frekansi ile saptandiginda kompleks karyotip veya
monozomal karyotip ile iliskilendirilmektedir.

AMUde tani ve risk siniflandiriimasi icin yapilmasi gereken testler konusunda ELN’nin
onerileri Tablo 5.5'te yer almaktadir.

Konvansiyonel sitogenetik analizlerinde kemik iligi ornekleri 24-48 saat kiiltiire edilmelidir.
t(15;17) analizleri icin 48 saatlik kiiltiirlerde sitogenetik analizlerin yapilmasi tercih
edilmelidir.

Konvansiyonel sitogenetik testlerin normal olarak degerlendirilebilmesi icin en az 20
metafaz plaginin analizlerinin gerceklestirilmesi gerekmektedir.

Fiizyon genlerin tespit edilmesi igin RT-PCR yontemi kullanilabilmektedir.

- Diagnostik ve prognostik 6Gnemi olan gen mutasyonlari icin NGS temelli yontemler
kullanilabilmektedir.

Tum genetik testlerin en ge¢ 5 guin icinde sonu¢lanmasi gerekmektedir.
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6. KRONIK LENFOSITIK LOSEMI

Kronik lenfositik 16semi (KLL) bati tlkelerinde en sik gozlenen I6semi tipi olup,
yillik insidansi 4,2/100.000'dir. Ortalama tani yasi 72'dir. Toplumdaki demografik
degisiklikler nedeniyle ontimtizdeki on yillarda KLL'nin prevalansi ve mortalitesinin
daha da artmasi beklenmektedir. Ayrica, daha sik kan testi yapilmasi nedeniyle
erken evre KLL ve minimal semptomlari olan genc hastalarin oraninin da gittikce
arttigi belirtilmektedir (26).

6.1. Tani

Periferik kanda 5x10°/L monoklonal B lenfositlerin olmasi ve B-hiicrelerin
klonitesinin flow sitometri ile dogrulanmasi gerekmektedir.

- Periferik kanda flow sitometri ile hiicre yiizey markerlari kullanilarak
yapilan imminofenotipleme tani icin yeterli olup, genellikle kemik iligi biyopsisi
gerekmemektedir.

6.2. Evreleme

- Hastalarin takibini yapmak icin rutinde kullanilan iki evreleme sistemi vardir:
Rai ve Binet.

- Rai evreleme sistemi hastalari ¢ risk grubunda toplar: Dustik risk (Rai evre 0),
orta risk (Rai evre I-11) ve ytksek risk (Rai evre I1I-1V) (27).

- Binet evreleme sistemi de hastalari grup A, grup B ve grup C olmak tizere ii¢
prognostik gruba ayirir (28).

Her iki evreleme sistemi de muayene bulgularina (lenf nodu tutulumu, dalak
ve/veya karaciger biylimesi) ve kan parametlerine (anemi ya da trombositemi)
dayanmaktadir. KLL tanisinda prognostik onemi bilinen genetik belirteclerin
tanimlanmasi sonucu yeni bir siniflandirmaya ihtiya¢c duyulmustur. IGHV
mutasyon durumu, serum 2 mikroglobulin, 17. kromozom kisa kol delesyonlari
[del(17p)] ya da TP53 aberasyonlari gibi prognostik faktorlerden hastahk
prognozunun belirlenmesinde faydalaniimaktadir. Prognozu éngormek icin yapilan
siniflandirmalardan birisi olan CLL international prognosis index (CLL-IPI) klinik
evre, yas, IGHV mutasyon durumu, serum 32 mikroglobulin ve del(17p) ve/veya TP53
mutasyon durumunu degerlendiren bir skorlama yapmaktadir (29).

6.3. Prognostik Genetik Faktorler ve Analiz Yontemleri

KLL'de myeloid neoplazilerin aksine genellikle sayisal kromozom anomalileri
saptanmaktadir. Ancak son zamanlarda tekrar eden gen mutasyonlari da tespit
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edilmis olup, prognostik onemleri tanimlanmaya baslamistir. Bu boliimde KLL'de
rutin uygulamalarda bakilmasi onerilen genetik anomalilerin 6nemleri ve analiz
etme yontemleri hakkinda bilgi verilecektir.

National Comprehensive Cancer Network tarafindan rutinde degerlendirilmesi
gereken prognostik faktorler IGHV gen mutasyonlari, delesyon 13q, trizomi 12,
delesyon 11q, delesyon 17p ve TP53 mutasyonlaridir (Sekil 6.1) (30).

TP53 ve IGHV gen mutasyonlari

lyi prognoz Kétii prognoz
TP53 Wwild tip Mutant
IGHV >%2 mutasyon <%2 mutasyon
FISH testleri Kompleks karyotip
lyi Orta prognoz Kotu Kotii prognoz
izole Normal Del(17p) >3 bagimsiz kromozomal anomali
Del(13q) Trizomi 12 Del(11q) (1'den fazla hiicrede)

Sekil 6.1. KLL'de prognostik genetik faktorler
KLL: Kronik lenfositik l[6semi

6.3.1. Prognostik Genetik Faktorler

6.3.1.1. Immunoglobulin Heavy Chain Variable Region (/GHV) Mutasyonlari

IGHV mutasyon durumu yasam siiresini 6ngormek icin oldukca onemli ve
bagimsiz bir prognostik faktor olarak kabul edilmektedir. Germline gen dizisi ile %98
ya da daha fazla benzerlik gostermesi durumunda /IGHV geni mutasyonsuz olarak
kabul edilmektedir. IGHV geninin unmutated olmasi (UM-/GHV), mutated-IGHV'ye
(M-IGHV) gore daha kisa yasam siiresi ile iliskilendirilmekte ve kotli prognostik
biyobelirteg olarak kabul edilmektedir. Ayrica VH3-27 gen dizisi (subset #2) de kisa
tedaviye baslama stiresi ve yasam siresi ile iliskilidir (31).

GUntUmizde ayrica IGHV mutasyon durumu kemoimminoterapiye yanit
icin onemli bir biyobelirte¢c olarak kabul edilmektedir. Mutant /GHV hastalari
kemoimmiinoterapiden daha fazla faydalanabilmektedirler (32).
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IGHV Mutasyon Analizleri icin Laboratuar Uygulama Onerileri

- Analizler oncelikle periferik kan olmak tizere kemik iligi 6rneklerinden de elde
edilen lenfosit hiicrelerinde gerceklestirilebilir.

- Orneklerin ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) veya trisodium citrate/
pyridoxal 5- phosphate/Tris tiipleri icerisinde olmasi gerekmektedir.

- Periferik kan orneklerinden en az 3 mL, kemik iligi 6rneklerinden ise en az 1
mL olmasi IGHV testleri icin yeterlidir (33).

- Hem complementary DNA (cDNA) hem de genomic DNA (gDNA) 6rnekleri ile
cahsilabilir.

- Orneklerin monoklonalite gostermesi gerekmektedir.

- Konvansiyonel dizileme yapilmalidir.

- Elde edilen dizinin germline IGHV dizisi ile homolojisi tespit edilmelidir.
- Farkhhk >%2 ise mutant olarak kabul edilmelidir.

Klinikte /GHV mutasyonlarinin 6nemleri daha iyi anlasildikca, European Research
Initiative on CLL (ERIC) IGHV analizleri icin bir konsensus gelistirilmistir. Bu analizler
icin hem cDNA hem de gDNA kullanilabilmekte olup, cDNA fonksiyonel yeniden
dizenlenmenin tanimlanmasinda gDNA'dan avantajhdir. Ciinkii gDNA analiz
edilirken ikinci allelde olusan ve saptanabilen, transkripsiyonu gerceklesmeyen
ya da fonksiyonel Grtin vermeyen IGH geninin yeniden diizenlenmeleri nedeniyle
iki yeniden diizenlenme olustugunda ekstra bir dizileme reaksiyonuna ihtiyag
duyulmaktadir. Ancak gDNA'nin kullaniimasi durumunda da ters transkripsiyon
basamagina ihtiya¢ duyulmaz. Saklanan o&rnekler icin ise gDNA kullaniimasi
onerilmektedir. Analizler icin ERIC farkli primer gruplari olusturmustur (34). Bu
primer gruplarindan lider primerlerin /GHV geninin tim dizinin amplifikasyonuna
imkan vermesi sebebiyle lider primerlerin kullaniimasi onerilmektedir. Amplifikasyon
icin multipleks polymerase chain reaction (PCR) yontemi onerilmekte olup, birden
fazla yeniden diizenlenme tespit edildiginde her bir 5 primer icin ayri ayri PCR
reaksiyonu yapilmalidir. GeneScan ya da PAGE elektroforez kullanilarak /GH yeniden
diizenlenmeleri gosterilmelidir. Agaroz jel elektroforez ise gDNA'nin klonalitesinin
yanlis yorumlanmasina sebep olabilecegi icin kesinlikle 6nerilmemektedir. Forward
ve reverse primerler ile konvansiyonel dizileme islemi gerceklestirilir. Niikleotid
dizisinin analizi IMGT/V-QUEST [the international ImMunoGeneTics information
system (www.imgt.org)] tzerinden yapilir ve germline IGHV dizisi ile gosterdigi
homoloji analiz edilir. IMGT/V-QUEST NCBI tarafindan onaylanan diziyi referans
almaktadir (35).
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6.3.1.2. Kromozomal Anomaliler

Daha once tedavi almamis KLL hastalarinin %80’inde floresan in situ
hibridizasyon (FISH) ile kromozomal anomali saptanmaktadir. Tani aninda en
stk gozlenen anomaliler 13. kromozom uzun kol delesyonu [del(13q), %55], 11.
kromozom uzun kol delesyonu [del(11q), %18], trizomi 12 (%16) ve 17. kromozom
kisa kol delesyonlaridir [del(17p), %7]. Delesyon 13q izole olarak saptandiginda iyi
prognoz ile iliskilendirilmekte olup, ortalama yasam siiresi 133 aydir. Daha sonra
79 ay ortalama yasam siresi ile iliskili olan del(11q) genellikle lenfadenopati ve
hastalik progresyonu ile iliskilendirilmektedir. Tedavi alan hastalarda daha sik
gozlenen, TP53 genini de iceren kromozom 17p delesyonlari (diger allelinde de TP53
mutasyonu gozlenir) kisa ortalama yasam siiresi (32 ay) ve kemoterapiye koti yanit
ile iliskilendirilmektedir (36). Konvansiyonel sitogenetik ile saptanan kompleks
karyotip (bir hiicrede >3 bagimsiz hastalik iliskili kromozomal anomali) del(17p)
ya da TP53 mutasyonlarindan daha koti bir prognoz icin belirte¢ olarak kabul
edilebilir. Yiksek kompleks karyotip (=5 bagimsiz kromozomal anomali) klinik
evre, IGHV mutasyonu, TP53 aberasyonlarindan bagimsiz olarak kotu prognostik
bir faktor olarak kabul edilmektedir. Oysaki disiik kompleks karyotip (3 bagimsiz
kromozomal anomali) ve orta kompleks karyotip (4 bagimsiz kromozomal anomali)
sadece TP53 aberasyonlari ile birlikte gozleniyor ise kotti prognostik faktor olarak
kabul edilmektedir.

6.3.1.2.1. Kromozomal Anomaliler icin Laboratuvar Uygulama Onerileri

interfaz FISH (iFISH) konvansiyonel sitogenetige gore daha disiik orandaki
anomalileri saptayabildigi icin KLL hastalarinda konvansiyonel sitogenetik calisma
yapilmasi zorunlu degildir. Kiiltir icin;

- Periferik kan ornekleri kemik iliginden daha basarilidir.

- KLL hiicreleri in vitro olarak dusuk bir proliferasyon hizi gosterdigi icin biri 24
saat olmak tizere en az iki kiltiir yapiimahdir.

- Oligontiklotid DSP30 ve interlokin-2 ile stimule edilmis t¢ gunlik kiltur
yapilmasi gerekmektedir.

- KLL FISH paneli [del(13q), del(17p), tirozmi 12, del(11q)] uygulanmalidir.
Ayrica European Cytogeneticists Association 621 veya 623 bolgeleri icin de FISH
calismalarini onermektedir.

- Mantle cell lenfoma ile ayirici tanida FISH oldukga yardimci bir yontemdir.
Atipik hiicre morfolojisi olan veya ylizey marker skoru 3/5 veya daha disiik olgularda
muhakkak t(11;14) veya IGH break apart prob ile FISH calisiimasi gerekmektedir.
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6.3.1.3. TP53 Gen Mutasyonlari

TP53 aberasyonlari kemoterapi direnci ile iliskili kotii prognostik marker
olarak kabul edilmektedir. Diger sitogenetik anomalilere gore del(17p) daha
kisa yasam siresi ile iliskili olup, TP53’tin diger allelinin genellikle (%90) mutant
oldugu bilinmektedir. Ancak tedavi almamis KLL hastalarinin %5’'inde del(17p)
gozlenmeksizin TP53 mutasyonlari saptanmaktadir ve prognostik etkileri del(17p) ile
benzerdir.

6.3.1.3.1. TP53 Mutasyon Analizleri icin Laboratuvar Uygulama Onerileri

ilk tedaviye baslamadan ve sonraki her tedavi kiiriiniin baslangicinda TP53
mutasyonlari analiz edilmelidir.

- ilk tercih edilen materyal periferik kan olmalidir. Kanser hiicre fraksiyonuna
gore kemik iligi ya da lenf nodu biyopsileri alternatif olabilir.

- Periferik kan ya da kemik iligi EDTA ya da heparin gibi antikoagilan iceren
tiplerde toplanmali ve lenfosit fraksiyonunu artirmak icin santrifujleme ile
mononiikleer hiicre ayrimi yapiimalidir.

- Solid doku materyali icin taze/dondurulmus ornekler tercih edilmelidir.
Formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) orneklere ise alternatif bir numuneye
ulasiilmadigi durumlarda basvurulmahdir.

- Minimum 4-10 eksonlari dizilenmelidir. Mutasyon goriilme sikhigi daha dustk
olsada 2., 3.ve 11. eksonlarin da dizilenmesi 6nerilmektedir.

- ERIC TP53 mutasyonlari icin Sanger dizileme sonuclarinin analizleri igin GLASS
isimli, web tabanli bir arag gelistirmistir ve tcretsiz kullanim olanagi sunmaktadir
(http://www.ericll.org/guidance-toolstp53/).

- Tespit edilen varyantlarin hem the IARC TP53 database (http://p53.iarc.fr/
TP53GeneVariations.aspx) hem de the TP53 website (UMD database; http://p53.fr/)
veritabanlarinda kontrol edilmesi 6nerilmektedir.

FFPE materyali ylksek oranda bozulmus DNA 6rnegi icerdiginden dizileme
icin daha kisa amplikonlarin kullanimini gerektirir. Sabitleme esnasinda capraz
baglanmalarin olusmasi sebebiyle bozulmamis DNA miktari azalir. Ayrica DNA
kimyasal olarak modifikasyona ugrayabilir. Bu sebeple FFPE orneklerinde tespit
edilen bir varyant analizinde oldukca dikkatli olunmali ve PCR ile konfirmasyonu
yapilmaldir.

Eger omeklerde %60-70’den daha az bir lenfosit icerigi soz konusu ise Sanger

dizileme ile yanhs negatif sonug¢ verilebilecegi goz onuinde bulundurulmahdir.
Bu durumun oniine gecmek icin CD19+ hiicrelerin secimi yapilmahdir. Bir baska
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secenek ise cok daha ytiksek hassasiyete sahip, disiik varyant allel frekansi sahip
mutasyonlarin tespit edilmesini saglayan yeni nesil sekanslama (NGS) yontemi
kullaniimalidir. Ancak mutasyon analizlerinde NGS bazi teknik sinirlamalara sahiptir.
Minor klonlardaki mutasyonlarin klinik onemleri tartisma konusudur. Sanger
dizileme ile saptanamayan mutasyonlarin varligina dayal olarak terapétik kararlar
vermek icin kesin veriler heniiz bulunmamaktadir.

TP53 mutasyonlarinin analizleri icin ERIC TP53 Network'u olusturmus olup,
ornek seciminden verilerin analizlerinde faydalanilabilecek veritabanlarina kadar
ayrintili bilgiler http://www.ericll.org/ adresinde bulunmaktadir (37).

6.3.1.4. Diger Gen Mutasyonlari

KLLlerde en sik gozlenen, prognostik dnemleri ortaya koyulmus, tekrar eden
diger gen mutasyonlari ise NOTCH1, SF3B71 ve BIRC3 mutasyonlaridir. Bu gen
mutasyonlari yeni tani KLLlerin %4-15’inde gozlenirken, fludarabine direncli KLL
hastalarinda bu oran %15-25’e kadar ¢cikmaktadir. Sitogenetik anomaliler ile bu gen
mutasyonlarinin birlikte degerlendirilmesi sonucunda prognostik etkileri acisindan
4 grup olusturulmustur; yiiksek risk (TP53 ve/veya BIRC3 anomalileri), orta risk
[NOTCHT ve/veya SF3BT1 mutasyonlari ve/veya del(11q)], dusuk risk (trizomi 12 ve
tim genlerin wild tip olmasi) ve cok distik risk (izole delesyon 13q). Bu 4 grubun 10
yillik yasam oranlari sirasiyla; %29, %37, %57, %69'dur (30). NOTCH1, SF3B1 ve BIRC3
mutasyonlari heniiz zorunlu olmayan, ancak bazi merkezlerde analizleri yapiimakta
olan genetik anomalilerdir.

Tim bu gen mutasyonlarinin yani sira, prognostik onemi ortaya koyulmaya
baslanan baska gen mutasyonlari da tanimlanmistir. ileride kilavuzlarda yer alma
potansiyeli olan gen mutasyonlari Tablo 6.1°de yer almaktadr.

Ozetle KLL hastalarinda prognozu on gormek ve optimum tedavi secenekleri icin
FISH ile del(17p), del(11q), del(13q) trizomi 12 degerlendirilmeli, IGHV ve TP53 gen
mutasyonlarinin analizleri yapilmalidir.
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Tablo 6.1. KLL’de driver mutasyonlar

Sikhk - .
Gen %) Prognostik onemi

Kisa OS, PFS, TTT, kemoimmiino
refrakterligi

Kisa OS ve PFS, TTT,
kemoimmiino refrakterligi

NOTCH1 ~22

Notch sinyal yolag NOTCH1 3UTR | 2-4

FBXW7 ~6 Bilinmiyor

SF3B1 13 Kisa TTT ve PFS

XPO1 7,5 Kisa PFS
RNAve ribozomal stire¢ | RPS15 ~43 | Kisa PFS
yolaklari DDX3X ~5 Bilinmiyor

MED12 ~52 | Bilinmiyor

P53 106 Kisa OS, I<Emoimm[]no
DNA hasari ve hiicre refrakterligi
dongtisu kontroli ATM ~11 Kisa TTT

POTT ~5-8 | Kisa OS

CHD2 ~5,3 | Bilinmiyor
Kromatin modifikasyonu | SETD2 3-4 Kisa PFS ve 0S

IKZF3 2 Kisa TTT ve 0S

BIRC3 4 Kisa OS
Enflamatuvar yolak —

MYD88 3 Bilinmiyor

BRAF ~4 Kisa OS

KRAS ~6,2 Kisa TTT

MAPK-ERK yolag

Kisa TTT, kemoimmiino

NRAS ~24 refrakterligi
MYC iliskili yolak MGA 5 | SETESy,
kemoimmiino refrakterligi
ERG2 <1 Kisa OS
B-hiicre sinyal yolagi BCOR 23 Bilinmiyor
PAX5 23 Bilinmiyor

KLL: Kronik lenfositik I6semi, OS: Overall survival, PFS: Progresyonsuz yasam siiresi, TTT: Time to
treatment, Rs: Richter sendromu
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- Hasta takibi icin iki evreleme sistemi kullanilmaktadir; Rai ve Binet.

Prognostik onemi olan genetik anomaliler basinda /GHV mutasyonlari, TP53 mutasyonlari,

trizomi 12, del(17p), del(11q) ve del(13q) gelmektedir.

- IGHV mutasyonlari dizileme yontemleri ile germline gen dizisi ile %98 benzerlik esik deger
oranina gore degerlendirilir. Eger %2'den daha fazla farklilik saptanir ise /IGHV mutant olarak
kabul edilir.

- TP53 mutasyonlari icin min. ekson 4-10 dizilenmelidir.

- FISH testi ile del(13q), del(11q), del(17p) ve trizomi 12 anomalilerine yonelik analiz uygulanir.

- Genetik analizler icin periferik kan 6rnegi kullanilir.

- NOTCHT1, SF3B1 ve BIRC3 mutasyonlari heniiz zorunlu olmayan, bazi merkezlerde analizleri
yapilmakta olan, kétti prognostik belirtec olarak kabul edilen genetik anomalilerdir.
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7. AKUT LENFOBLASTIK LOSEMi

Akut lenfoblastik l6semi (ALL) kemik iligi (Ki), kan ve ekstramediiller bolgelerde
lenfoid projenitor hiicrelerin  proliferasyonu ve malign transformasyonuyla
karakterize losemi tipidir. ilgili taninin %80’inin cocuklarda meydana gelmesi
nedeniyle, cocukluk cag@i losemisi olarak da bilinmektedir. Eriskin hastalarda ise
gorilme sikhginin ve tedaviye yanit oraninin dustk oldugu bildirilmektedir. Bu
yuizden ALL, eriskin hastalarda “yikici” hastalik olarak tanimlanmaktadir (38).

7.1. Tani ve Siniflandirma

Diinya Saghk Orgiiti'niin son yaptigi giincellemede (WHO 5. baski) B-hiicreli
lenfoid proliferasyon ve lenfomalarin siniflandirmasinda énemli degisiklikler yer
almaktadir. Bu grup ierisinde yer alan B-hticreli ALL siniflandirmasi Tablo 7.1'de yer
almaktadir (39).

Siniflandirmada yapilan degisiklikler, farkli tekniklerinde uygulanmasina izin
vermek amaciyla daha ¢ok terminolojide yapilan degisiklikleri icerir ve sitogenetik
anomalilerden c¢ok molekiler mekanizmalara odaklaniimaktadir. Kullanilan
metotlardaki ilerlemeler araciligiyla siniflandirmaya yeni bir sinif eklenmistir;
ETV6::RUNX1-like B-ALL (39).

Ayrica gen ekspresyonu ve dizileme calismalari, farkh klinik 6zellikler saglayan
yeni genetik anomalilerin tanimlanmasina yol a¢mistir. Mevcut siniflandirmada
diger genetik anomaliler B-ALL sinifina dahil edilmektedirler. Bu anomaliler arasinda
DUX4, MEF2D, ZNF384 ve NUTM1 yeniden duzenlenmeleri, IGH::MYC fuizyonu,
PAX5 alt ve PAX5 p.P8OR yer almaktadir. ilgin¢ sekilde ZNF384 ve DUX4 yeniden
diizenlenmeleri saptanan veya PAX5 p.80R pozitif B-ALL olgularinda, tanida ya da
tedaviyi takiben monositik farklilasma gosterebilir. Bu da minimal rezidiiel hastalik
(MRD) degerlendirilmesinde onemli bir etkiye sahiptir (39).

7.2. B-ALL’de Prognostik Genetik Faktorler ve Analiz Yontemleri

7.2.1. Prognostik Genetik Faktorler

ALL gelismesinde etkili olan genetik mekanizmalar, hiicre biyime ve
farkhlasmasini regiile eden genler ile iliskilendirilmektedir. ALL'de, genlerin normal
fonksiyonlarini kaybetmesine sebep olan genomik degisimler meydana gelmektedir.
Bu degisimlerin, hastalik tanisi, siniflandirmasi ve tedavinin belirlenmesinde
yardimcr oldugu bilinmektedir.

B-ALL'de sitogenetik ve molekiiler prognostik risk siniflandirmasi Tablo 7.2'de yer
almaktadir.
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Tablo 7.1. B-hiicreli lenfoid proliferasyonlarin siniflandirmasi

Prekiirsor B-hiicre neoplazileri

B-hiicreli lenfoblastik 16semi/lenfoma (B-ALL)

WHO siniflandirmasi (5. baski)

WHO siniflandirmasi (4. baski)

B-lenfoblastik losemi/lenfoma,
NOS

(Ayn)

Yiiksek hiperdiploidi saptanan
B-lenfoblastik losemi/lenfoma

Hiperdiploidi olan B-lenfoblastik 16semi/
lenfoma

Hipodiploidi saptanan
B-lenfoblastik losemi/lenfoma

(Ayni)

iAMP21 saptanan B-lenfoblastik
|6semi/lenfoma

(Ayni)

BCR::ABL1 flizyonu saptanan
B-lenfoblastik l6semi/lenfoma

1(9;22)(q34;911.2);BCR-ABL1 saptanan
B-lenfoblastik l6semi/lenfoma

BCR::ABL1-like bulgulari saptanan
B-lenfoblastik losemi/lenfoma

B-lenfoblastik l6semi/lenfoma, BCR-ABL1-like

KMT2A yeniden diizenlenmeleri
saptanan B- lenfoblastik l6semi/
lenfoma

t(v;11923.3); KMT2A-yeniden dizenlenmeleri
saptanan B-lenfoblastik [6semi/lenfoma

ETV6::RUNXT flizyonu saptanan
B-lenfoblastik losemi/lenfoma

t(12;21)(p13.2;q22.1); ETV6-RUNX1T saptanan B-
lenfoblastik I6semi/lenfoma

ETV6::RUNX1-like bulgular
saptanan B-lenfoblastik
|6semi/lenfoma

Daha once yer almamaktaydi

TCF3::PBX1 fiizyonu saptanan
B-lenfoblastik losemi/lenfoma

t(1;19)(q23;p13.3); TCF3::PBX1 saptanan B-
lenfoblastik l6semi/lenfoma

IGH::IL3 flizyonu saptanan
B-lenfoblastik 16semi/lenfoma

t(5;14)(031.1;q32.2); IGH::IL3 saptanan B-
lenfoblastik I6semi/lenfoma

TCF::HLF flizyonu saptanan
B-lenfoblastik losemi/lenfoma

Daha once yer almamaktaydi

Diger genetik anomaliler saptanan
B-lenfoblastik losemi/lenfoma

(Ayni)

WHO: Diinya Saglik Orgiitii, ALL: Akut lenfoblastik l6semi
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Tablo 7.2. B-ALL'de sitigenetik ve molekiiler prognostik risk siniflandirmasi

Risk grubu | Sitogenetik ve molekiiler anomaliler

* Hiperdiploidi (51-65 kromozom)

- Kromozom 4, 7 ve 10 iyi prognoz ile iliskilendirilmektedir
« 1(12;21)(p13;022): ETV6::RUNXT*

« (1;19)(q23;p13.3): TCF3::PBX1

* DUX4 yeniden diizenlenmeleri

Standart

S paxs PROR
* 1(9;22)(q34;011.2): BCR::ABL** IKZF1 plus*** yoklugunda ya da KML
disinda

* Hipodiploidi (<44 kromozom)****

* TP53 mutasyonu

« KMT2A yeniden diizenlenmeleri [t(9;11) ve digerleri]

* IGH yeniden diizenlenmesi (1G::1L3)

* HLF yeniden diizenlenmesi

» ZNF384 yeniden diizenlenmesi

* MEF2D yeniden diizenlenmesi

* MYCyeniden diizenlenmesi

* BCR::ABL-like ALL

- JAK-STAT (CRLF2r, EPORr, JAK1/2/3r, TYK2r, SH2B3, IL7R, JAK1/2/3
mutasyonlari)

- ABL sinifi (ABLT, ABL2, PDGFRA, PDGFRB, FGFR yeniden
diizenlenmeleri)

- Diger (NTRKr, FLT3r, LYNr, PTK2Br)

Kotii risk | * PAX5alt

* 1(9;22)(q34;011.2): BCR::ABLT + IKZF1 plus ve/veya KML 6ykiisi
« intrakromozomal kromozom 21 amplifikasyonu (iIAMP21)

* IKZF1 anomalileri

» Kompleks karyotip (5 veya daha fazla kromozomal anomaliler)
*1(12;21) kriptik bir translokasyon olup, FISH veya PCR ile tespit edilebilir.

**periferik kan orneginde, grantilosit hiicrelerinde interfaz FISH testi (iFISH) de novo blast faz
KML'den ayrim yapilabilmesi icin onemlidir.

***|KZF1plus: ERG delesyonu negatif, CDKN2A, CDKN2B, PAX5, PAR1 delesyonlari ve 22q11.22
delesyonlari pozitif olmalidir.

*#*%Gercek hipodiploidi ile maskelenmis hipodiploidi ayrimina dikkat edilmelidir.

ALL: Akut lenfoblastik losemi, KML: Kronik myeloid l6semi, FISH: Floresan in situ hibridizasyon, PCR:
Polymerase chain reaction
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7.2.1.1. Hipodiploid Karyotip

- ALLUde hipodiploidi bir veya daha fazla kromozomun kaybi ile
iliskilendirilmektedir.

- Hipodiploidi, pediatrik ve yetiskin ALL'lerin <%7’sinde goriilmektedir.

- Hipodiploid hastalarin %80’inde kromozom sayisi 45 olarak belirlenmistir.
Genellikle disentrik kromozomlar gozlenmekte ve bu olgularin tipik hipodiploidi
kadar kot klinik tablo gostermedigi bildirilmistir.

- 3altsinifi vardir;

Hipodiploidiye yakin karyotip (24-31 kromozom), distik hipodiploid karyotip
(32-39 kromozom), yuiksek hipodiploid karyotip (40-44 kromozom).

- Hipodiploidiye yakin (24-31 kromozom) metafazlarda X/Y, 8, 10, 14, 18 ve 21
dizomileri goriilmektedir.

- Hipodiploidiye yakin karyotipe eslik eden mutasyonlar tanimlanmistir (Tablo 7.3).

Tablo 7.3. Hipodiploidiye yakin karyotipli ALL’de gozlenen mutasyonlar

Genler Siklik
NRAS %15
FLT3 %98
RAS yolagl mutasyonlari
KRAS %3
PTPN11 %1
Reseptor tirozin kinaz mutasyonlari %70,6
CDKN2A/B, RB1, PAX5 ve CREBBP %31
NF1 >%44
PAGT %10
EP300 ve EZH2 <%5

- Distk hipodiploid karyotipin (32-39 kromozom) pediatrik hastalarin %0,5'inde
ve yetiskinlerin ~%4’tinde gozlendigi; goriilme sikhginin ise yasa bagli olarak arttig
ifade edilmektedir.

- Bualttipde X/Y, 1,5, 6, 8,10, 11, 14, 18, 19, 21 ve 22. kromozomlarin dizomileri
gorilmektedir.
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- Dusik hipodiploidide saptanan genlerdeki mutasyonlar Tablo 7.4te
ozetlenmistir.

Tablo 7.4. Diisiik hipodiploid karyotipli ALL’de gozlenen mutasyonlar

Genler Siklik
TP53 %91,2
RB1 %41,2
IKZF2 %52,9
CDKN2A/2B %20
CREBBP %60

- TP53'de genellikle ekson 5-8'de missense mutasyonlar meydana gelmektedir.

- Dustk diploid karyotip kétti prognostik etkiye sahip olup, 6zellikle kisa tedavi
yaniti, kisa olaysiz sagkalim ve kisa OS ile iliskilendirilmektedir.

- Maskelenmis hipodiploid ALL, hipodiploid genomun reduplikasyonu ile
olusmaktadir.

- Maskelenmis hipodiploid karyotiplerini tanimlamak icin bazi 6zel durumlar
belirlenmistir.

- ilk olarak, cift diisiik-hiperdiploid karyotipler 1, 8, 10, 11, 18, 19, 21 ve 22
kromozomlarinin tetrazomilerini; cift haploidiye yakin karyotipler ise 14, 18, 21 ve
X/Y kromozomlarin tetrazomilerini icermektedir.

- Bazihastalarda, 50’'den fazla kromozoma sahip karyotipler hiperdiploid olarak
tanimlansa da, maskelenmis hipodiploididen ayriminin yapilmasi gerekmektedir.
Bu ayrimin dogru yapilmasinin, prognoz kararini etkileyecegi unutulmamahdir.

- Ozellikle  bu maskelenmis hipodiploidiyi tanimlamada, SNP+aCGH
kullaniminin daha uygun olacagi vurgulanmaktadir (40).

7.2.1.2. Hiperdiploid Karyotip

- Akut lenfoblastik losemide, hiperdiploidi iki alt gruba ayriimaktadir. Yiksek
hiperdiploid karyotip (51-65 kromozom), dusiik hiperdiploid karyotip (47-50
kromozom).

- Yiksek hiperdiploid karyotip pediatrik ALLlerin >%30’unu yetiskinlerin ise
%10’unu olusturmaktadir.
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- Hiperdiploid ALL olan hastalarda genellikle X, 4, 6, 10, 14, 17, 18 ve 21
numarali kromozomlarda artis oldugu gozlenmektedir.

- Yiiksek hiperdiploidi, iyi prognostik faktorler ile iliskilendirilmektedir.

- +4,+10 ve +17 cok dusuik relaps riski ile iliskilidir.

- Yiksek hiperdiploidi olgularinda, histon modifikasyonu (CREBBP, WHSCT,
SUV420H1, SETD2 ve EZH2) ve RTK-RAS yolagi (FLT3, NRAS, KRAS ve PTPN11) ile iliskili
genlerde yiiksek siklikta mutasyon saptanmistir. Bu veriler, yiiksek hiperdiploid
pediatrik ALL hastalarn icin yeni hedeflenmis terapilerin gelistirilebilecegini
gostermektedir (40).

7.2.1.3. KMT2A Yeniden Diizenlenmeleri

- Histon lizin [K]-metil transferaz 2A (KMT2A) gen yeniden diizenlenmeleri,
pediatrik hastalarin %5'inde ve yetiskinlerin %10’unda gortilmektedir.

- KMT2A yeniden diizenlenmeleri koti prognozla iliskilendirilmektedir.

- KMT2A >90 partner gen ile KMT2A::? fiizyon genlerini olusturmaktadir.
Ozellikle, KMT2A::AFF1, KMT2A::MLLT3, KMT2A::MLLT1 fiizyon genleri siklikla
meydana gelmektedir.

- KMT2A yeniden diizenlenmelerinin topoizomeraz Il inhibitor tedavilerinden
sonra gelistigi de gozlenmistir.

- llgili gen yeniden diizenlenmeleri olan olgularda, tirozin kinaz/PI3K/RAS
sinyal yolaklari genlerinde de mutasyonlar gelisebilmektedir (40).

7.2.1.4. ETV6::RUNXT-alt Tipi ve ETV6::RUNXT-like ALL

- ETV6::RUNXT flizyonu, pediatrik prekiirsor-B fenotip ALLlerin ~%25’inde
saptanmaktadir.

- Bu yuzden, ilgili hasta grubunda en yaygin genetik degisim olarak kabul
edilmektedir.

- ETV6::RUNXT flizyonu lokomogenez stirecinde “ilk vurus” olarak kabul
edilmekte olup, tam Iosemik transformasyon icin sekonder genetik aberasyonlarin
meydana gelmesi gerekmektedir.

- Bu sekonder aberasyonlar ise ETV6, PAX5, ATF7IP gibi genlerdeki farkli genetik
degisimleri icermektedir.

- Bu belirtilen genlerin B-hiicre matiirasyonuyla iliskili oldugu bilinmektedir.

- ETV6::RUNXT flizyonuna, en sik normal aleldeki 12p delesyonlari eslik
etmektedir.
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- Ayrica KMT2A aberasyonlari, 6q ve 9p delesyonlari, bazi kromozomlarin
trizomileri (kromozom 21, 4, 10 ve 16), ekstra RUNXT kopyasi ve derivatif 21.
kromozom gibi diger genetik degisimlerinde eslik edebildigi bildirilmistir.

- Budiger genetik degisimler genellikle relaps hastalarinda saptanmakta ve bu
nedenle koti prognostik kabul edilmektedir.

- ETV6::RUNXT-like ALL pediatrik B-ALL’lerin %2-3’tint olusturmaktadir.

- Ayrica, ETV6::RUNXT-like alt tipinin >%80’si pediatrik olgularda gorilmektedir.

- Bu olgularda, en sik ETV6 flizyonlarn (IKZF1::ETV6 ve ETV6::ELMOT);
TCF3::FLIT, ARPP21 delesyonlar, FUS::ERG ve IKZF1 yeniden diizenlenmeleri
meydana gelmektedir.

- ETV6::RUNX1-like olgularinda olumlu prognostik tablo olsa da; ETV6::RUNXT’e
sahip olgulara gore kotu prognoz gostermektedir. Bu yiizden, ilgili alt tipe daha
yogun terapi onerilmektedir (40).

7.2.1.5. iAMP21

- iIAMP21, kromozom 27in intrakromozomal amplifikasyonu olarak
tanimlanmaktadir.

- IAMP21 kot prognozla iliskilendirilmektedir.

- Kirnk-fiizyon-képri mekanizmasiyla olusan bu amplifikasyon bolgesi, RUNXT
genini icermektedir.

- iAMP271’e olarak sekonder aberasyonlar gelisebilmektedir.

- Sekonder sitogenetik aberasyonlar ise kromozom X, 10 veya 14’in artisi;
monozomi 7/delesyon 7q; ATM ve KMT2A genleri iceren 11q delesyonlari; ETV6 ve
RBT genlerinin delesyonlaridir.

- IAMP21-ALLUnin >%60'sinda RAS vyolagi ile iliskili genlerde mutasyonlar
ve %20'sinde P2RY8::CRLF2 gen flizyonu meydana geldigi gozlenmistir.

- Robertsonian tipi translokasyonun [ornegin; t(15;21)(q10;q10)] ve ring
kromozomunun disentrik dogasi, iIAMP27in gelisebilme riskini artirmaktadir.

- IAMP21 anomalisine sahip olgularin, diisiik-yogunluk dozaj ile tedavi edildigi
zaman kotl prognoz gosterdigi belirtiimektedir (40).
7.2.1.6. BCR::ABL1 ALL

- Ph kromozomu pediatrik ALLlerin %3-4’iinde gortilmekte olup; yasa bagl
olarak ilgili anomalinin goriilme sikhgr artmaktadir.
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- Pediatrik ALL olgularinda, olusan proteinin 190 kD oldugu ve koti prognoz (5
yillik 0S: <%10) ile iliskilendirildigi bilinmektedir.

- Ph(+) olgularda, %80 IKZF1, %50 PAX5 ve %14 EBF1 genlerinin delesyonlari bu
anomaliye eslik etmektedir.

- Ayrica CDKN2A/B gen delesyonlarinin da %50 oraninda meydana geldigi
bildirilmistir.

- IKZF1 ve CDKNZ2A/B genlerinin delesyonlari da prognozu koti olarak
etkilemektedir (40).

7.2.1.7. BCR::ABL1-like ALL
- BCR::ABL1-like B-ALL'nin alt grubu olarak kotii prognozile iliskilendirilmektedir.
- Cocukluk ¢cagi ALL'nin ~%15’ini olusturmaktadir.

- Ph(-) ALL'nin alt grubunda olmasina ragmen, Ph(+) ALL alt grubuna benzer
gen ekspresyon profili gostermektedir.

- Ph-like ALL hastalarinin ~%40’1inda /KZF1 mutasyonu gortilmektedir.
- BCR::ABL1-like imzanin varlig, kotu prognozla iliskilendirilmektedir.

- Bu imza, tirozin kinaz yolaklarini aktive eden genlerin flizyonlarini ve
mutasyonlarini icermektedir.

- Bu gen flizyonlari ve mutasyonlari; ABL-sinif yeniden diizenlenmeleri (ABLT,
ABL2, PDGFRA, PDGFRb, FGFR), JAK-STAT yeniden diizenleme ve/veya mutasyonlari
(CRLF2, EPOR, JAKT, JAK2, JAK3, TYK2, SH2B3, IL7R); FLT3, NTRK3, LYN ve PTK2B
genlerindeki diger yeniden diizenlenmeleridir.

- BCR::ABL1-like ALLdeki genetik profillendirme calismalarinda, ozellikle
sitokin reseptor veya kinaz-aktive eden degisimlerin meydana geldigi gozlenmistir.

- llgili degisimlere yonelik tasarlanan ABL siifi veya JAK kiiciik molekiil
inhibitorlerinin onemi goz ardi edilemeyecek niteliktedir (40).

7.2.1.8. 1(1;19) ve t(17;19)

- 1(1;19) translokasyonu pediatrik B-ALL olgularinin >%6’sinda gozlenmektedir.

- Bu yeniden diizenlenmenin genellikle dengesiz oldugu ve PBXT distalinin
duplikasyonu ile sonuclandigi bilinmektedir.

- Ayrica bu translokasyon, homeobox gen PBX7'in C-ter holgesi ile TCF3'iin
transaktivasyon domainin fiizyonuna neden olmaktadir.

- TCF3, erken lenfoid gelisimi icin gerekli transkripsiyon faktorlerini
kodlamaktadir.
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- PBX1 ise lenfoid prekiirsorlerin gelismesi icin gerekli homeodomain ailesini
kodlamaktadir.

- TCF3-PBX1 flizyon protein, HOX proteinlerine baglanmaktadir. Bu yiizden,
HOX ile regiile edilen gen ekspresyonun bozulmakta ve hematopoietik farklilasmayi
etkileyebilmektedir.

- t(17;19) translokasyonunda TCF3’tin C-ter ile HLFnin dimerizasyon bolgesi ile
flizyon yapmaktadir.

- Olusan fiizyon genin, LMO2 ve BCL2 gibi genlerin anormal ekspresyonuna
sebep oldugu bilinmektedir.

- TCF3::HLF genellikle eriskin ALLU'de gorilmekte ve kot prognoz ile
iliskilendirilmektedir (41).

- 1(17;19)(922;p13) sonucu olusan TCF3::HLF fiizyon geni pediatrik ALL'nin nadir
alt tipini (%1) tanimlamak icin kullaniimakta ve kot prognozla iliskilendirilmektedir.

- TCF3::PBX1 fiizyon geni ise pediatrik ALL'lerin ~%5’ini olusturmakta ve orta
prognostik bir belirtec olarak kabul gérmektedir (40).

7.2.2. Kromozomal Anomaliler icin Laboratuvar Uygulama Onerileri

- Akut losemilerde kromozomal anomaliler icin 6rnek Ki dokusudur.

- Eger blast orani yliksek ise periferik kan 6rnegi de analizler icin uygundur.

- Hicre kalturt temelli yontemlerde anti-koagtilan tipler olarak heparinli
tercih edilmektedir.

- Aspirasyon sonrasi Ki érnegi kisa siirede laboratuvara ulastiriimalidir ve Ki
ornegi en az 1 mL olmahdir.

- Kromozom analizi i¢in 24 ve 48 saatlik kiilttirler hazirlanmalidir.

- ALL orneklerinde vyiiksek kolsemid konsantrasyonu veya uzun sireli
muamelesi metafaz plaklari elde etme oranini dustirmektedir.

- ALLde in vitro hiicre 6limi 6nemli bir durum oldugu icin ilgili taninin
pratiginde coklu kiiltiirler onerilmektedir.

- B-ALL'de konvansiyonel sitogenetik altin standart kabul edilmektedir. Ancak,
flizyon genlerin saptanmasinda floresan in situ hibridizasyon (FISH) ve reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) kullaniimasi 6nerilmektedir.

- FISH paneli;

Kromozom 4, 10 ve 17 sentromerlerini,
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1(12;21), 19;22), t(1;19), t(17;19), MLL, ABL1, ABL2, PDGFRB, CDKN2A ve
t(X:14)U hedef almahdir.

- Kromozom 4, 10, 17'nin hedeflenmesi hiperdiploidinin belirlenmesi amaciyla
onerilmektedir.

- t(12;21)'in tespiti icin cift renkli, cift fizyon FISH probu kullaniimahdir. Bu test
iAMP21’in tespit edilmesine olanak saglar.

- Translokasyonlar sonucunda olusan fiizyon gen transkriptleri PCR
yontemleri ile de analiz edilebilir.

- Mutasyon saptanan genlerin analizleri icin ise yeni nesil sekanslama (NGS)
platfortmlar énerilmektedir (bknz Boltim 9).

7.3. T-Akut Lenfoblastik Losemi

T-hiicreli ALL (T-ALL) pediatrik ALL hastalarinin %15’ini ve eriskin hastalarin
ise %25'ini olusturmaktadir. ilgili l6semi tipinin ALLUnin agresif tipi olarak kabul
edilmesine ragmen, ozellikle MRD yonelik gelistirilen yontemlerle 6nemli gelismeler
saglandigl gorilmektedir.

7.3.1. Prognostik Genetik Faktorler ve Analiz Yontemleri

7.3.1.1. Prognostik Genetik Faktorler

T-ALL'nin genetik alt yapisinin onkogenler ve onkostipresorlerde gerceklesen
degisimler sonucu olustugu gozlenmistir. Bu onkogenler ve onkosiipresorler
bazi 6nemli hicresel siireclerdeki etkilerinden dolayi, l6seminin gelismesi ve/
veya progresyonu ile iliskilendirilmektedir. S6z konusu genetik alt yapida driver
onkojenik kanit sunan anomaliler tip A ve B olarak gruplandiriimaktadir. Tip A
anomalileri, T-hiicre gelisimi, matiirasyonu ve farklilasma ve hematopoezde 6nemli
transkripsiyon faktorleri kodlayan onkogenlerin upregiilasyonunu icermektedir. Tip
B anomalileri ise epigenetik faktorler, tirozin kinazlar, sinyal yolak proteinleri ve
ribozomal proteinler gibi farkli protein ailelerini kodlayan genlerdeki anomalileri
ifade etmektedir (42).

Kromozomal  aberasyonlar, T-ALL  hastalarinin ~ %50-70’inde tespit
edilebilmektedirler. En yaygin sitogenetik aberasyonlarin, onkojenik transkripsiyon
faktorlerinin - aberan ekspresyonuna sebep olan translokasyonlari icerdigi
gorilmektedir. Ayrica bu onkogenler baz alinarak, T-ALL'nin molekiler alt
gruplari olusturulmaktadir. Delesyon 9p (%65-70) ve 6q (%20-30) gibi kopya sayisi
degisimlerinin yani sira diger non-subgrup-spesifik tekrarlayan aberasyonlar
gorulmektedir (www.mll.com).
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T-ALL'nin, aktive edici NOTCHT mutasyonlari ile TLXT (HOXT1), TLX3 (HOX11L2),
LYLT, TALT ve KMT2A transkripsiyon faktorlerinin yeniden diizenlemeleriyle
karakterize oldugu gortulmektedir. T-ALL olgulariin %50’sinden daha fazlasinda
NOTCHT mutasyonlari, %10-15'inde ise NOTCHT aktivasyonuna sebep olan FBXWY
mutasyonlari gozlenmektedir. ilgili gen mutasyonlari olumlu prognoz ve diisiik MRD
seviyeleriyle iliskili bulunmustur. T-ALL'de tanimlanan mutasyonlarinin hastalik
prognozuna etkilerinin net olmamasindan dolayi, risk siniflanmasinda yer almadigi
ifade edilmistir https://siope.eu/ESCP/members.

7.3.1.2. Kromozomal Anomaliler icin Laboratuvar Uygulama Onerileri

- B-ALL'de oldugu gibi kromozom anomalilerin tespiti icin Ki érnegi tercih
edilmelidir.

- Heparinlituplerigerisinde, en kisa siirede 6rneklerin laboratuvara ulastiriimasi
gerekmektedir.

- 24 ve 48 saatlik klttrler ile calisiimasi 6nerilmektedir.

- T-ALL FISH panelinin asagidaki anomalileri hedeflemesi 6nerilmektedir.

https://www.mayocliniclabs.com/test-catalog/overview/609567.

* +9/9p-, CDKN2A::D9Z1

* 1(9;22) ve ABL1 amplifikasyonu, ABLT::BCR

* 11923 yeniden diizenlenme, MLL (KMT2A) break apart

* -17/17p-, TP53::D1771

« (5;14), TLX3::BCL11B

* 7q34 yeniden diizenlenme, TRB break apart

* 14q11.2 yeniden diizenlenme, TRAD break apart

* t(10;11), MLLT10::PICALM

* 1p33 yeniden diizenlenme, TALT/STIL

- 1(9;22)'yi hedefleyen prob cift fiizyon, cift renkli olmalidir ve eger ekstra bir ABL

sinyali saptanir ise ABL break apart prob ile FISH testi calisiimalidir. Boylelikle ABL
yeniden diizenlenmesi ile trizomi arasindaki ayrim yapilabilir.

- MLL break apart prob ile yapilan FISH calismasinin pozitif sonuclanmasi
durumunda, partnerin belirlenmesi icin asagidaki anomalilere yonelik FISH testi
calisiimahdir.

« (11;19)(q23;p13.3) MLL:MLLTT
« 1(6;11)(q27;23) MLLTA(AFDN)::MLL
« 1(4;11)(q21;q23) AFF1::MLL
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« 1(9;11)(p22;23) MLLT3::MLL
« 1(10;11)(p12;23) MLLT10::MLL
« 1(11;19)(q23;p13.1) MLL:ELL

- TRB break apart prob ile yapilan FISH calismasinin pozitif sonuclanmasi
durumunda, partnerin belirlenmesi icin asagidaki anomalilere yonelik FISH testi
calisiimahdir.

« 1(7;10)(q34;024) TRB::TLX1
« 1(7;11)(q34;p15) TRB::LMOT
« 1(7;11)(q34;p13) TRB::LMO2
* 1(6;7)(q23;934) MYB::TRB

Gen mutasyonlari ve fiizyon genler icin ise NGS yontemleri kullaniimaktadir.

- WHO sitogenetik yontemlerin disinda metotlarin kullanimina imkan sunulmasi amaciyla
terminolojide degisiklikler yapmistir.

- Siniflandirmaya ETV6::RUNX1-like B-ALL sinifi eklenmistir.

- Bircok yeni anomaliler tanimlanmaya baslamistir (6rnegin; DUX4, MEF2D, ZNF384 ve
NUTM1 yeniden diizenlenmeleri, IGH::MYC fiizyonu, PAX5alt ve PAX5 p.P8OR).

- B-ALL'de standart risk ile iliskilendirilen genetik anomaliler; hiperdiploidi (51- 65
kromozom), t(12;21)(p13;022): ETV6::RUNXT, t(1;19)(a23;p13.3): TCF3::PBX1, DUX4 yeniden
diizenlenmeleri, PAX5 P8OR, 1(9;22)(q34;q11.2): BCR::ABL, IKZF1 plus.

- B-ALL'de kotti prognostik risk ile iliskilendirilen genetik anomaliler; hipodiploidi (<44
kromozom), TP53 mutasyonu, KMT2A yeniden diizenlenmeleri [t(9;11) ve digerleri], IGH
yeniden dizenlenmesi (/G::/L3), HLF yeniden diizenlenmesi, ZNF384 yeniden diizenlenmesi,
MEF2D yeniden diizenlenmesi, MYC yeniden diizenlenmesi, BCR::ABLT-like  ALL [JAK-
STAT (CRLF2r, EPORr, JAK1/2/3r, TYK2r, SH2B3, IL7R, JAK1/2/3 mutasyonlari)
ABL sinifi (ABL1, ABL2, PDGFRA, PDGFRB, FGFR yeniden diizenlenmeleri) diger (NTRKr, FLT3r,
LYNr, PTK2Br)], PAX5alt, 1(9;22)(q34;q11.2): BCR:ABLT + IKZF1 plus ve/veya KML dykiisii,
intrakromozomal kromozom 21 amplifikasyonu (IAMP21), KZF7 anomalileri, kompleks
karyotip (5 veya daha fazla kromozomal anomaliler).

- 1(12;21) kriptik bir translokasyon olup, FISH veya PCR ile tespit edilebilir.

- T-ALL'de FISH paneli; +9/9p-, CDKN2A::D9Z1, 1(9;22) ve ABL1 amplifikasyonu, ABL1::BCR,
11923 yeniden diizenlenme, MLL (KMT2A) break apart, -17/17p-, TP53::D1721, 1(5;14),
TLX3::BCL11B, 7934 yeniden diizenlenme, TRB break apart, 14q11.2 yeniden diizenlenme,
TRAD break apart, t(10;11), MLLT10::PICALM, 1p33 yeniden diizenlenme, TAL1/STIL T-ALLnin,
aktive edici NOTCH1 mutasyonlari ile TLXT (HOX11), TLX3 (HOX11L2), LYLT, TALT ve KMT2A

transkripsiyon faktorlerinin yeniden diizenlemeleriyle karakterize oldugu goriilmektedir.




HEMATOLOJiK MALIGNITELERDE GENETIK ALGORITMA KILAVUZU I

133WuauazNp uapIudA €€dT (TT!OT)} ‘avy.L ‘GYL (¥T:S):

‘d/T-/£T- ‘USdWUB|USZNP USPIUAA TTN “(ZT'6)} ‘d6-/6+

g449ad ‘2IVI ‘YOd3 ‘YT4SD 74742 Jaued ysy 11v-1
‘219V°T19V ‘€9ZHS ‘YL T1 ‘€Sd.L “ENVI TIVI TAVI
‘l]sued SON usjUBUQ (PT:X)3 A YZNYGD )

‘g449ad ‘z18v ‘T1dY ‘143[dwuajuaznp usapludA TN ‘(6T:LT)}

‘(6T‘T)r ‘(22'6)1 (TT'CT)1 ‘UolIdWoOoULS LT ‘0T ‘v Wozowouy

“Jiue|n8An njoyo3oad SON USPUIISPBUIQ YNA ‘IIsued ysiy 11v-4

J
D

(zz'6) WT1'2h (6TTH (122 -alue|n8An njoxoyoud “Jiuejn8An njoyo3o.d zijeue

“Jiue|n8An njox0304d Yo db-1Y UspuId}RUIQ YNY HSI4 uid! 1jaued HSI4 11V A133ua0Hs [SuoAisueauoy
J
nuoAse|ozi Anyny JN3NY Y13B.S 8 9A T )

VNY @A ¥NA Pjadip 19pe T 135,2 3|1 UBAISq IpjJey 1|
J
133uJ0 uey yuauad 1|, y1a3 dn T ﬁ 139u4Q uey yuajuad fuuedsy dna T u

91



92

I HEMATOLOJiK MALIGNITELERDE GENETIK ALGORITMA KILAVUZU

Kaynaklar

Terwilliger T, Abdul-Hay M. Acute lymphoblastic leukemia: a comprehensive review and 2017
update. Blood Cancer | 2017;7:e577.

Alaggio R, Amador C, Anagnostopoulos I, Attygalle AD, Araujo IBO, Berti E, Bhagat G, Borges AM,
Boyer D, Calaminici M, Chadburn A, Chan JKC, Cheuk W, Chng WJ, Choi JK, Chuang SS, Coupland
SE, Czader M, Dave SS, de Jong D, Du MQ, Elenitoba-Johnson KS, Ferry J, Geyer ], Gratzinger D,
Guitart J, Gujral S, Harris M, Harrison CJ, Hartmann S, Hochhaus A, Jansen PM, Karube K, Kempf
W, Khoury J, Kimura H, Klapper W, Kovach AE, Kumar S, Lazar A, Lazzi S, Leoncini L, Leung
N, Leventaki V, Li XQ, Lim MS, Liu WP, Louissaint A Jr, Marcogliese A, Medeiros L), Michal M,
Miranda RN, Mitteldorf C, Montes-Moreno S, Morice W, Nardi V, Naresh KN, Natkunam Y, Ng SB,
Oschlies I, Ott G, Parrens M, Pulitzer M, Rajkumar SV, Rawstron AC, Rech K, Rosenwald A, Said |,
Sarkozy C, Sayed S, Saygin C, Schuh A, Sewell W, Siebert R, Sohani AR, Tooze R, Traverse-Glehen
A, Vega F, Vergier B, Wechalekar AD, Wood B, Xerri L, Xiao W. The 5th edition of the World Health
Organization Classification of Haematolymphoid Tumours: Lymphoid Neoplasms. Leukemia
2022;36:1720-1748.

Lejman M, Chatupnik A, Chilimoniuk Z, Dobosz M. Genetic Biomarkers and Their Clinical
Implications in B-Cell Acute Lymphoblastic Leukemia in Children. Int ] Mol Sci 2022;23:2755.

Mullighan CG. Molecular genetics of B-precursor acute lymphoblastic leukemia. | Clin Invest
2012;122:3407-3415.

Bardelli V, Arniani S, Pierini V, Di Giacomo D, Pierini T, Gorello P, Mecucci C, La Starza R. T-Cell
Acute Lymphoblastic Leukemia: Biomarkers and Their Clinical Usefulness. Genes (Basel)
2021;12:1118.



45 HEMATOLOJ!K
MALIGNITELERDE GENETIK
ALGORITMA KILAVUZU

MULTIPL MYELOMA

Yazarlar:
Sevgi Isik
Sevilhan Artan

_VIIL.
BOLUM




HEMATOLOJiK MALIGNITELERDE GENETIK ALGORITMA KILAVUZU I

8. MULTIPL MYELOMA

Multipl myeloma (MM), klinik heterojenite gosteren ve tedavi edilemeyen
plazma hiicre malignitesi olarak tanimlanmaktadir. MM’'nin tiim hematolojik
malignitelerin %10’unu olusturdugu ve eriskin donemde (medyan yas: 65) gorildigii
ifade edilmektedir (43).

8.1. Tani ve Siniflandirma

International Myeloma Working Group’a gore MM tanisi i¢in asagidaki iki kriterin
karsilanmasi gerekmektedir;

- Klonal kemik iligi (Ki) plazma hiicreleri >%10 veya biyopsi ile kanitlanmis
kemik veya ekstramediiller plazmasitom,

- Asagidaki myelomu tanimlayan olaylardan herhangi biri veya daha fazlasinin
saptanmasi.

« Altta yatan plazma hiicresi proliferatif bozukluguna atfedilebilecek son
organ hasarinin kaniti, 6zellikle: kalsemi, bobrek yetmezligi, anemi, kemik
lezyonlar

* Klonal Ki plazma hiicresi yiizdesi %60

* Free light chain orani 2100 (serbest hafif zincir seviyesi >100
mg/L olmalidir)

* Magnetic resonance imaging ¢alismalarinda >1 fokal lezyon (en
az 5 mm boyutunda)

8.2. Prognostik Genetik Faktorler ve Analiz Yontemleri

8.2.1. Prognostik Genetik Faktorler

MM tek bir hastalik olarak kabul edilse de, aslinda sitogenetik agidan farkh
plazma hiicre malignitelerinin birikimidir (Tablo 8.1) (43).

- Trizomiler ve IgH translokasyonlari primer sitogenetik anomaliler (SA) olarak
kabul edilmektedir.

- Hastalik seyri boyunca 1q artisi, del(1p), del(13) ve MYC translokasyonlarinin
dahil oldugu ikincil anomaliler ortaya cikar.

- Tespit edilen anomaliler hastalik fazi ile iliskilidir (Tablo 8.2).

- Bir hastada 400’den fazla mutasyon gelismektedir ve en sik mutasyona
ugrayan genler immiinoglobulin agir ve hafif zincir genleri, NRAS, KRAS ve BRAF
genleridir (43).
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Tablo 8.1. MM’de primer molekiiler sitogenetik siniflandirma

Alt tip Gen/kromozom (Gogrijlme siklig
1,13 ve 21. kromozomlar harig, tek

et o 6,070
trizomiler

IgH translokasyonu pozitif 40

MM

t(11;14)(q13;032) CCND1 20

1(6;14)(p21;q32) (CND3 5

1(4;14)(p16;432) NSD2 10

1(14;16)(q32;923) C-MAF 4

t(14;20)(932;q11) MAFB <1

Diger IgH translokasyonlari,

diger sitogenetik anomaliler 5

ya da normal

karyotip

MM: Multipl miyelom

Revised International Staging System (RISS) timor yuiki (1SS) ve hastalik biyolojisini
goz ontinde bulundurarak bir prognostik indeks olusturmaktadir (Tablo 8.3) (44).

RISS'de yaygin goriilen 3 tip SA belirtec olarak kullanilirken Mayo Stratification
of Myeloma and Risk-Adapted Therapy (mSMART) ek ayrintilara da yer vermektedir
(Tablo 8.4).

MM’de saptanan gen mutasyonlarindan KRAS mutasyonlarinin, prognostik
etkisinin notral, NRAS mutasyonlarinin ise kot prognozla iliskilendirildigi
bilinmektedir. TP53, ATR, ATM, ZFHX4 ve BRAF gen mutasyonlarinin sagkalim
izerinde olumsuz etkileri bulunurken, EGR1T, IRF4 ve TRAF3 gen mutasyonlarinin iyi
prognozla iliskisi gozlenmistir. Son olarak FAM46C gen mutasyonlarinin prognostik
etkisi olmadigi bildirilmistir (45).

8.2.2. Analiz Yontemleri

- MM konvansiyonel ve molekiiler sitogenetik analizler Ki'den veya doku spesifik
calisiilmahdir.
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Tablo 8.2. Sitogenetik anomaliler ile klinik bulgular ve prognoz arasindaki iliski

Anomalinin saptandigi klinik evre

Sitogenetik 2 -
anomali Smoldering multipl Multipl myeloma
myeloma
o e S lyi prognoz, st.anda‘rt-rlsk, medyqn 0S
Trizomiler 7-10 yil, lenalidomid bazl tedaviye
TIP3 il N
miikemmel yanit
t(11;14) Ortalama-risk, ortalama | lyi prognoz, standart-risk, medyan 0S
(q13;932) TTP5yil 7-10 Il

t(6;14)(p21;q32)

Standart-risk, ortalama
TTP5yil

lyi prognoz, standart riskli MM,
medyan 0S 7-10 yil

t(4;14)(p16;q32)

Yiiksek-risk, ortalama
TTP 2yl

Ortalama-risk, medyan OS 5 yil,
bortezomid bazli baslangic terapiye
ihtiyac, erken ASCT, ardindan
bortezomib bazli konsolidasyon
tedavisi

Yiiksek-risk, medyan OS 3 yil, ytksek

t(14;16) Standart-risk, ortalama dizeyde FLC ile iliskilidir ve %25'i ilk
(932;923) TTP5yil MDE olarak akut hobrek yetmezligi ile
ortaya cikar

t(14;20) Standart-risk, ortalama . .

(@32:41) TP 5yl Yiiksek-risk, medyan OS 3 yil
Yuiksek-risk, ortalama .

1921 artisi TP 2yl Orta-risk, medyan OS5 yil
Yiiksek-risk, ortalama - .

Del(17p) TP 2 yil Yiiksek-risk, medyan 0S 3 yil

Trizomiler ve standart-risk. ortalama Yuksek riskli IgH translokasyonlari ve

bir IgH ’ del 17p tarafindan saglanan olumsuz

translokasyonu

TTP5yil

prognozu iyilestirebilir

izole monozomi

Standart-risk, ortalama

13 veya |que TIPSyl Prognostik etkisi net degil
monozomi 14

Dustik-risk, ortalama TTP IY,' prognoz, U E TS
Normal timor oranini yansitmakta, medyan

7-10 yil

0S >7-10 yil

TTP: Time to progression, OS: Overall survival, ASCT: Otolog kok hiicre nakli, FLC: Free light chain
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Tablo 8.3. MM’de standart risk faktorleri ve RISS

ISS evre

I Serum f2-mikroglobulin <3,5 mg/L, serum albiimin >3,5 g/dL

Il ISS evre | veya I degil

11} Serum B2-mikroglobulin >5,5 mg/L

SA

Viiksek risk del(17p) ve/veya translokasyon t(4;14) ve/veya translokasyon t(14;16)

varlig

Standart risk | Yiiksek risk SA bulunmamasi

LDH

Normal Serum LDH < normalin Ust siniri
Yiiksek Serum LDH > normalin Ust siniri
RISS evre

I iFISH ve normal LDH'ye gore ISS asama | ve standart riskli SA

Il RISS evre | ve 1l degil
1] ISS evre 111 ve iFISH ile yiiksek riskli SA veya yiiksek LDH

MM: Multipl myeloma, RISS: Revised International Staging System, ISS: Timor yiikii, LDH: Laktat
dehidrogenaz, SA: Sitogenetik anomali, iFISH: interfaz FISH

Tablo 8.4. Mayo Clinic Risk siniflandirmasi (mSMART)

Anomali saptanan yeni tani hastalarin
yiizdesi

Standart risk %60

Trizomiler
t(11;14)
1(6;14)
Yiiksek risk %40
t(4;14)

1(14;16)

1(14;20)

del(17p) 1q artisi

Duble-hit myeloma: Herhangi 2 yiiksek risk
faktoru

Triple-hit myeloma: Herhangi 3 ya da daha
fazla yuiksek risk faktorii

Risk grup
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- Ki orneginin ilk aspirat olmasi ve heparinli tiip icerisinde uygun zamanda
gonderilmesi tercih edilmektedir.
- MM’de klonal aberasyon saptama orani %20-50 olmasi nedeniyle;

* Plazma hiucrelerinin saflastirimasi ve spesifik olarak
tanimlanmasi icin  CD138+ antikorlari kullaniimasi
gerekmektedir.

» (D138+ plazma hiicrelerinin pozitif seleksiyonu icin manyetik-
boncuk sistemleri tercih edilmektedir.

- MM olgularina cahsiimasi onerilen FISH paneli;

* |GH breakapart prob

* 1p32/1921 lokus spesifik prob

* P53/cep17 lokus spesifik prob

* 13q14/13q34 lokus spesifik prob

e MYCBA prob

* Kopya sayilarini belirlemek icin 3, 5, 7 numarali kromozomlari

hedef alan problar icermelidir.

- Yukarida klinik 6nemi bilinen problarin esik degeri, laboratuvara gore ve
antikor ile saflastirma yapilip yapilmamasina gore belirlenmelidir (antikor ile
saflastirma yapildiginda onerilen esik degerleri: Flizyon ve breakapart problar icin
%10, sayisal anomaliler tespit etmede kullanilan problar icin ise %20).

- Deneyimli personeller tarafindan en az 200 niikleus degerlendirilmelidir.

- Konvansiyonel sitogenetik ile plazma hiticrelerinde metafaz elde etme zorlugu
sebebiyle interfaz FISH oldukca 6nem kazanmaktadir.

- Konvansiyonel sitogenetik icin ozellikle uzun streli kiltir (48-72 saat)
yapilmahdir. Ayrica 12-O-tetradekanoilforbol-13-asetat ve sitokinler (interlokin
6 ve granilosit-makrofaj koloni-stimiile edici faktor) gibi stimile edici faktorler
kullaniimahdir.

- Raporlarda plazma hiicrelerin orani, kullanilan yontem ve elde sonuclar
acikca ifade edilmelidir (46).

- Gen mutasyonlarinin analizi icin ise NGS tabanl sistemler kullanilabilir (bknz
Boluim 9).
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- MM sitogenetik acidan farkli plazma huicrelerinin birikimidir.

- Hiperdiploid karyotip (1, 13 ve 21. kromozomlar harig) %45 oraninda saptanir.

- IGH translokasyonlarinin gortilme sikhgi %40'dir.

- %5 oraninda da diger SA'lar saptanir.

- Trizomiler ve IGH translokasyonlari primer anomaliler olarak kabul edilmektedir.

- Tqartisi, del(1p) ve MYC translokasyonlari ise ikincil anomaliler arasinda yer almaktadir.

- Saptanan SA'lar hastalik fazi ile iliskilidir.

- Hastalik risk siniflandirmasinda SA'lardan faydalanilmaktadir.

- ISS'de del(17p), t(4;14) ve t(4;16) yliksek risk olarak degerlendirilir.

- MSMARTa gore trizomiler, t(11;14) ve (6;14) standart risk; t(4;14), t(14;16), t(14;20), del(17p),
1q artisi, duble-hit myeloma ve triple-hit myeloma yuksek risk grubunda yer almaktadir.

- Sitogenetik analizler icin heparinli tiipe alinmis Ki 6rnegi tercih edilmelidir.

- (D138+ plazma hiicrelerinin izole edilmesi gerekmektedir.

- FISH ¢alismalarinda esik degerleri CD138+ hiicrelerin izole edilip edilememesine gore
degiskenlik gostermektedir.

- Konvansiyonel sitogenetik analiz icin 48-72 saatlik kilttirler tercih edilmelidir.

- MM'de sik gozlenen mutasyonlar igcin NGS analizleri yapilabilir.
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9. HEMATOLOJiK MALIGNITELERDE YENI NESIL DiZi ANALIZLERININ
KULLANIMI

Yeni nesil dizi (NGS) veya ikinci nesil dizi analizleri, birinci nesil dizi analizlerine
alternatif olarak ortaya cikmis yontemlerdir. Bu yontem ile hizli ve efektif bir sekilde
yiiksek hacimli veri analizinin yapilmasi saglanmaktadir. Bu yontem temel prensip
olarak dort basamaktan olusmaktadir. Kitiiphane hazirhig olarak adlandirilan
ilk kisim, DNAnin rastgele fragmanlara ayrilarak incelenmek istenen hdélgenin
isaretleyiciler/barkodlar yardimiyla tespit edilmesidir. ikinci kisim incelenecek
fragmanlarin amplifikasyonu ve eszamanli olarak dizilenmesi islemidir. Uctincii kisim
ise dizileme sonrasi ham verinin olusturulmasi, bunu takiben cesitli biyoinformatik
algoritmalar araciligi ile referans dizi tizerine hastaya ait dizinin haritalanmasi ve
hastaya ait varyantlarin referans genoma kiayasla tespit edilip belirlenmesidir.
Dordlncii ve son basamakta ise veri analizi yer almaktadir. Veri analizi igin
saptanan varyantlarin mutlaka tibbi genetik uzmanlari, biyolog, molekiiler biyolog,
biyoinformatik uzmanlari gibi ilgili alandaki uzmanlar tarafindan degerlendirilmesi
ve klinik oneminin yorumlanmasi/raporlanmasi gerekmektedir (1).

NGS, 2000’li yillarin basindan itibaren oncelikli olarak germline varyantlarin
tanisinda olmak tzere rutinde kullaniimis ve halen kullaniimaktadir. Hematolojik
malignitelerde de siklikla hastahk iliskili prognostik, terapotik ve tanisal belirteg
olarak kullanilan tek niikleotid degisimleri, in/del varyantlar, fiizyon genler ve kopya
sayisi degisimlerini saptamak icin NGS analizlerine basvurulmaktadir. Somatik
ve germline varyantlarin analizlerinde farkli biyoinformatik algoritmalarinin
kullanilmasi ve her basamakta kalite skorlarinin degerlendirilmesi oldukca
onemlidir. Analiz sonucunda yorumlanmak zere tespit edilen varyantlarin okuma
derinligi, amplikonlarin okunma yonii ve genotip kalitesi dikkat edilmesi gereken
durumlardir (2). Timor dokusunun heterojenitesi ve klonalite ihtimali goz 6niinde
bulunduruldugunda NGS'de tiim somatik varyantlar icin artmis okuma derinligine
(>1000x) ulasilmis olmasi oldukca onemlidir. Variant allele frequency (VAF)
saptanan varyanta ait okuma derinliginin ilgili noktanin toplam okuma derinligine
orani olup bu deger germline varyantlar icin genellikle diploid genomun zigosite
(heterozigot - %50, homozigot - %100) gostergesidir; ancak somatik analizlerde
timor heterojenitesine bagli olarak degiskenlik gosterebilecegi akilda tutulmalidir.
Calismalar sonucunda VAF degeri %40-60 arasinda saptanan varyantlarin,
konstittisyonel bir degisim olmasi ihtimali nedeniyle germline varyantin tespit
edilebilmesi icin farkh dokulardan calisilacak ek genetik tetkiklerle dogrulama
yapilmasi onerilmektedir (3).
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NGS sayesinde tek bir gen, hastalik 6zelinde olusturulmus paneller araciligiyla es
zamanli olarak ¢ok sayida gen, tiim ekzom veya tiim genom gibi incelemeler yapmak
mimkindir. NGS hematolojik malignite hastalarinda, siklikla hastalik ozelinde
olusturulmus cok sayida genin yer aldigi paneller aracihgr ile uygulanmaktadir.
Somatik varyantlarin degerlendirilmesi icin rutinde sik¢a kullanilan quantitative
reverse transcription-polymerase chain reaction (qPCR), Sanger dizi analizi gibi
yontemler ile NGS'nin karsilastiriimasi Tablo 9.1'de yer verilmistir (4).

Somatik varyantlar i¢in hastalarda saptanan varyantlar hastanin klinik bulgular
ve histopatolojik tanisi dahilinde yorumlanmali, giincel varyant klasifikasyon
onerilerinden faydalanilmahdir (Tablo 9.2). American College of Medical Genetics,
American Society of Clinical Oncology, College of American Pathologists'in ortak
konsensiisii olarak 2017 vyilinda yayinlanan “Kanserde Sekans Varyantlarinin

Tablo 9.1. Sanger sekans, qPCR ve NGS kullanim alanlari, avantajlari ve dezavantajlari

Metot Avantajlar Dezavantaijlar Uygulama alani
* Gen, belli bir gen
* Basit is akisi ve bolgesine veya fiizyonlara . .
. » a3 e sy * Ozgiin bir gen
yontem spesifik o
qPCR . . . veya gen bolgesine
* Uygun fiyat/ * Incelenmek istenen nokta spesifik
performans mutasyonu, gen fiizyonu vh.
disinda kesif giicti yok
* Basit is akisi ve Ao
yontem * Gen, belli bir gen bolgesine Ozglin b',r, 8en
Sanger . L veya gen bolgesine
* Uygun fiyat/ spesifik 2
spesifik
performans
* Yiiksek hacimli verinin
« Yiiksek sensivite :?‘]Iggerlnaem icin biyoinformatik
oI Eh yer?'l ygryant * Varyantlarin klasifikasyonu .
saptama glicii var * Hedeflenmis
* Distik DNA ve yorumlanmasi cok sayida gen es
NGS i « Sarf malzemesi fiyatlari
konsantrasyonlariyla iksek olmasi nedeni ile zamanli olarak
yiiksek hacimli veri y N L incelenebilir
az ornek sayilari icin fiyat
Varyar;tv iksek performans uygunlugu
cozuntrlugu yiikse diisiik
* Raporlanma stiresi uzun
qPCR:Quantitative polymerase chain reaction, NGS: Yeni nesil dizi
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Tablo 9.2. Kanserde sekans varyantlarinin yorumlanmasi ve raporlanmasi

Eer:( .Yijkse'k | Tier 1I: Potansiyel . )
inik onemiolan | yjinik gneme sahip | Ter it Tier IV: Benign
varyantlar Klinik 6nemi .
o varyantlar " ve olasi benign
Terapitik, " .| bilinmeyen
. Terapotik, prognostik varyantlar
prognostik ve tanisal ; varyantlar
belirtecler ve tanisal belirtecler
Genel Genel
. - opulasyonda/
Diizey C: FFPE popiilasyonda/ ARl
e 1 spesifik bir
tarafindan farkli spesifik bir g
timér tiolerind It eruba ait alt gruba ait
kur|T|1or iplerinde a gr:J aai popiilasyon
Diizey A: FDA . alnlml tedavil poptu Ssyond veritabaninda
B el
onaylanmisve y > | P L GnomAD vb.)
amacli yapilan tedavi | veya timor
profesyonel pe saptanan
i | o calismalari spesifik varyant varyantlar
ENATEAFEY ) SIS Cok sayida kiiciik veritabanlarinda
tedaviler M . Kanserle
St Gl yer almayan liskilendirilmis
sonucunda olusan varyantlar
o . yayinlanmis
cesitli konsensuslar | Yayimlanmis ikna kanit
dogrultusunda edici kanit icerigi barln
olmayan ulunmayan
varyantlar
Diizey B: Genis
olcekli calismalarda | Diizey D: Preklinik
ve alaninda calismalar ve ortak
uzmanlar tarafindan | bir konsensis
olusturulmus olmadan birkag olgu
konsensuslarda yer | sunumu yer alan
alan tedaviler

Yorumlanmasi ve Raporlanmasi” somatik varyantlarin raporlanmasinda en sik
basvurulan kilavuzdur. Bu kilavuzun onerileriyle saptanan somatik varyantlarin kanit
diizeyleri (Diizey A, B, C, D) dogrultusunda, dort kategori (Tier I, I, 1ll, IV) altinda
incelenmesi onerilmisti. AMP/ACMG kanserde sekans varyantlari raporlanma
kriterlerine Tablo 9.2'de yer verilmistir.

Tier | olarak adlandirilan ilk kategori ylksek klinik onemi olan terapotik,

prognostik ve tanisal belirteclerin dahil oldugu Diizey A ve B kanitlarini karsilayan
varyantlari icermektedir. Tier Il olarak adlandirlan potansiyel klinik 6neme sahip

N
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varyantlar ise Dizey C ve B kanitlarini karsilayan varyantlar icermektedir. Tier
Il varyantlar, klinik 6nemi bilinmeyen varyantlar olarak siniflandiriimaktadir.
Tier IV varyantlar ise benign ve olasi benign varyantlar olup genel popiilasyon
veritabanlarinda yer alan ve kanserle iliskilendirilmis yayinlanmis kanit bulunmayan
varyantlardir (3,5).

Saptanan somatik varyantlarin yorumlanmasi ve Kklasifikasyonu icin cesitli
veritabanlarinda yararlanilmaktadir. Bu veritabanlari ve detaylari ile ilgili bilgiler
Tablo 9.3'te 6zetlenmistir.

Tier I ve Il varyantlar, klinik 6nemi bilinen degisimler olmasi nedeniyle raporlarda
mutlaka yer verilmesi gereken degisimlerdir. Tier Il degisimlerin klinik onemi
bilinmeyen degisimler oldugu belirtilerek rapora ilave edilmesi, Tier IV degisimlerin
ise germline oldugundan supheleniliyorsa (VAF >%50) konfirmasyon testlerinin
yapilmasi sonrasi ek bir bashk altinda raporlanmasi gerekmektedir. Raporlama
stirecinde dikkat edilmesi onerilen noktalar arasinda, incelenen dokudaki tiimor

Tablo 9.3. Somatik sekans varyantlarinin analizinde kullanilan giincel veritabanlari

Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC)
https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic

My Cancer Genome
https://www.mycancergenome.org/

Personalized cancer therapy, MD Anderson Cancer Center
https://pct.mdanderson.org

cBioPortal, Memorial Sloan Kettering Cancer Center
http://www.chioportal.org

International Cancer Genome Consortium
https://dcc.icgc.org

Pediatric Cancer Genome Project (St. Jude Children’s Research Hospital-Washington
University)

https://permalinks.stjude.cloud/permalinks/pcgp

OnkoKB™ MSK’s Precision Oncology Knowledge Base
https://www.oncokb.org/

Varsome The Human Genomics Community
https://varsome.com/

Franklin by Genoox
https://franklin.genoox.com/clinical-db/home
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dokusunun yiizdesinin ve histopatolojik taninin bilinmesi gerekliligidir. Saptanmis
olan varyantlarin COSMIC veritabani gibi veritabanlarinda daha once bildirilip
bildirilmedigi, saptanan VAF ve saptanan varyantin tani 6zelinde giincel kilavuzlarca
varyant klasifikasyonuna (Tier I, 1, Ill) raporda yer verilmelidir. Kanit dizeyleri
dogrultusunda mevcut olan terapotik hedefler, prognostik veya tanisal belirtecler
de hasta/hastalik 6zelinde belirtilmelidir.

Minimal Rezidiiel Hastalik Takibi ve NGS

Minimal rezidtel hastalik (MRD) takibinin NGS analizi ile yapiimasi son yillarda
genis hasta kohortlarinda gerceklestirilmeye baslanmistir. Eszamanli cok sayida genin
degerlendirilebilir olmasi, yeni varyantlara 6zgiin primer hazirligr gerektirmemesi ve
kiictik klonlarda yer alan dustik frekansl (VAF >%0,1) somatik mutasyonlari tespit
edebilir olmasi nedeniyle NGS'ler MRD takibinde gelistirilebilir bir yontem olarak
qPCR ve MFCye alternatif olabilecegi dusiinilmektedir (6).

9.1. Akut Myeloid Losemi

Akut myeloid losemi (AML) tanili hastalarda prognostik ve terapotik etki tasiyan
mutasyonlarin tanimlanmasi ile birlikte, tim AML olgulari icin molekiiler profilleme
yapilmasi tanisal analizlerin standart bir parcasi haline gelmistir. Tablo 9.4'te
yar alan FLT3, IDH1, IDH2, NPM1 genlerindeki 6zglin mutasyonlarin 3-5 is giini
icerisinde sonug verilecek sekilde tani aninda periferik kan/kemik iligi 6rneklerinde
degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu genetik aberasyonlarin ilk basamak tedavi
planlamasinda onemli olmasindan ve hastaligin hizli aksiyon alinmasi gereken bir
hastalik olmasindan dolayi, tani aninda siklikla terapotik hedef olan genlerdeki
varyantlarin degerlendirilmesi icin hizli ve basit teknikler olarak fragman analizi,
qPCR vb. konvansiyonel yontemlere basvurulmaktadir (7).

Diinya Saglik Orgiitii 2022 AML klasifikasyonunda prognostik ve tanisal belirtegler
olarak yer alan CEPBA, DDX41, TP53, ASXL1, BCOR, EZH2, RUNX1, SF3B1, SRSF2,

Tablo 9.4. Konvansiyonel yontemler ile degerlendirilen genler ve saptanan varyantlar

Gen Varyant

FLT3 ITD, TKD mutasyonlari

NPM1 Ekzon 12 gerceve kaymasi mutasyonlar

IDH1 Yanlis anlamli: R132 kodon

IDH2 Yanhsanlamli: R140, R172
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STAG2, U2AF1 ve/veya ZRSR2 genlerinin mutasyonlarinin ilk tedavi kiir dongisi
sirasinda sonuclanacak sekilde degerlendirilmesi onerilmektedir. NGS panelleri ile
yapilacak calismalarda bu siire zarfinda raporlamanin yapiimasina dikkat edilmelidir
(8). Bu genlere ilave olarak AML olgularinda NKRD26, BCORL1T, BRAF, (BL, CSF3R,
DNMT3A, ETV6, GATA2, JAK2, KIT, KRAS, NRAS, NF1, PHF6, PPM1D, PTPN11, RAD21,
SETBP1, TET2, WTT genlerinin dizilenmesi de 6nerilmektedir; ancak bu genlerin
aksiyon alinabilir tedavi hedefleri olmamasi, hastahigin ileriki takibi (MRD) agisindan
degerlendirilebilir olmasindan dolayi ikinci basamakta planlama yapilabilmektedir.
Bu hasta grubu icin ozellikle NGS calismalari icin kisithhk olarak sayilabilecek
durum, analizlerin standartizasyonunun saglanmasi ve sonu¢lanma (numune kabul-
raporlama) stirelerinin hizli olmasi gerekliligidir (9,10).

9.2. Myelodisplastik Neoplaziler

Myelodisplastik neoplaziler, NGS'nin hastaligin tanisal amach ve prognostik
skorlama acisindan rutin klinik uygulamalarinda en sik basvurulan myeloid
neoplaziler arasinda yer almaktadir. NCCN kilavuzlarinda yer alan myelodisplastik
sendromlarda rutinde incelenmesi onerilen ve klinik onemi olan somatik
mutasyonlarin eslik ettigi genler Tablo 9.5'te 6zetlenmistir (11).

9.3. Myeloproliferatif Neoplaziler

KML hastalarinda NGS, TKI direnci gelisen hastalarda dustk seviyeli BCR-ABL1
kinaz domain mutasyonlarinin saptanabilmesi, ilave olarak yeni tani, akselere faz ve
blastik faz hastalarinda ASXL7, RUNXT, IKZF1, TET1/2, IDH1/2, JAK2, DNMT3A/3B,
EZH2, WT1, NPM1, NRAS, KRAS, CBL, BCOR, CREBBP, TP53 genlerindeki mutasyonlarin
degerlendirilebilmesi icin kullaniimaktadir (12).

Philedelphia kromozomu negatif MPN’ler olarak adlandirilan polisitemia vera,
primer myelofibroz ve esansiyel trombositemi, kronik notrofilik l6semi, kronik
eozinofilik 16semi, juvenil myelomonositik 16semi, MPN NOS (MPN baska sekilde
tanimlanmayan) spesifik driver gen mutasyonlarina (JAKV617F mutasyonu, CALR,
MPL, JAK2 ekzon 12 mutasyonlar) bagli olarak klonal disregiilasyonla karakterize
hastaliklardir. Son yillarda myeloproliferatif hastalik stiphesi olan olgularin primer
tani sirecinde yukarida bahsedilen driver gen mutasyonlarina konvansiyonel
molekiler yontemlere alternatif olarak NGS analizi yontemleri aracligi ile
bakilmasi 6nerilmektedir. Kilavuzda ikinci bolimde detayli olarak anlatildigi
tizere son yillarda PMF hastalarinda, ASXL1, EZH2, SRSF2, U2AF1 (157. kodon), RAS,
IDH1/2, TP53, DNMT3A, CBL genlerinin onkojenik mutasyonlarinin molekiiler risk
skorlamasi amaciyla tani aninda incelenmesi ozellikle JAK2, CALR, MPL genlerinde
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Tablo 9.5. Myelodisplastik neoplazilerde incelenmesi onerilen genler ve bu genlerde

sik izlenen mutasyonlar

Mutasyon

Gen Sik izlenen degisimler goriilme sikhig

Erken dur kodonu, cerceve kaymasi ve kirpilma bolgesi
TET2 mutasyonlari 1134-1444. veya 1842-1921. kodonlardaki | %20-25
yanlis anlamli mutasyonlar

Erken dur kodonu, cerceve kaymasi ve kirpilma bolgesi
mutasyonlari S770, M880, R882, W893, P904, A910,

0 _
DNMT3A G543, R635, A741, R736, H739 kodonlardaki yanlis %1218
anlamli mutasyonlar
ASXL1T Erken dur kodonu, cerceve kaymasi %15-25
EZH2 Erken dur kodonu, cerceve kaymasi %5-10

E622, Y623, R625, N626, H662, T663, K666, K700E,
SF3B1 1704, G740, G742, D781 kodonlardaki yanhsanlamli %20-30
mutasyonlar

Yanlis anlamli mutasyonlar, P95 kodonunun cerceve ici

SRSF2 delesyonlari w1015
U2AF1 S34 ve Q157'deki yanlis anlamli mutasyonlar %8-12
ZRSR2 Erken dur kodonu, cerceve kaymasi mutasyonlari %5-10
RUNX1 Erken dur kodonu, cerceve kaymasi mutasyonlari %10-15

Erken dur kodonu, cerceve kaymasi ve kirpilma bholgesi
P53 mutasyonlari %8-12
Yanlis anlamli mutasyonlar: P47S ve P72R kodonlar

Erken dur kodonu, cerceve kaymasi ve kirpilma bolgesi
mutasyonlari
NRAS Yanhs anlamli mutasyonlar: G12, G13, Q61 kodonu %5-10

366-420. kodonlardan herhangi birindeki yanlis
anlamli mutasyonlar

STAGZ %5-10

(BL <%5

Erken dur kodonu, cerceve kaymasi ve kirpilma bolgesi

<%5
mutasyonlari

NF1
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klonal mutasyon saptanmayan olgularda tani aninda ilgili genlerin yer aldig
NGS panellerinin calisiimasi gerekmektedir. Polistemi vera hastalarinda ASXL7,
SRSF2, IDH1/2, RUNX1, SRSF2 genlerinin, esansiyel trombositemi hastalarinda ise
SH2B3, IDH2, U2AF1, SRSF2, SF3B1, EZH2, TP53, RUNXT genlerinin dizi analizi ile
degerlendirilmesi NCCN kilavuzlarinda onerilmektedir (13).

9.4. Multipl Myeloma

MM tanili olgularda, TP53 geni basta olmak tizere, ATR, ATM, ZFHX4, BRAF, EGR1,
IRF4 ve TRAF3 genlerinde saptanan mutasyonlarin prognostik degeri oldugu ve
bu genlerin yer aldigi panellerin NGS ile risk klasifikasyonu acisindan incelenmesi
onerilmektedir (14).

MM’de NGS'nin kullanim alanlari arasinda MRD takibi 6n plana ¢ikmaktadir.
NCCN kilavuzunda yeni tani hastalarda, ozellikle CD138+ plazma hiicrelerinin
seleksiyonu sonrasi, gelecekte MRD takibi yapilabilmesi icin klonalite tayininde
NGS analizleri onerilmektedir (15). IMWG yakin zamanda, basta siklikla kullanilan
valide edilmis bir platform olmasi nedeniyle LymphoSIGHT platformu (Sequenta/
Adaptative) olmak tizere, benzer ticari secenekler de dahil olacak sekilde, minimum
duyarhhgi <10° olan NGS temelli platformlarinda IGH-VDJH, IGH-DJH ve IGK
bolgelerinin sekanslanmasi ve IGH rearanjmanlarinin tespit edilerek MRD takibinde
kullanilmasini 6nermis, 6zgiin klonal degisimlerin saptanmadigi durumlar icin NGS-
MRD negatifligi teriminin kullanilmasini 6ne sirmaslerdir (16,17).

9.5. Kronik Lenfositik Losemi

KLL tanili olgularda NGS, TP53 geni basta olmak iizere NOTCH1, SF3B1
ve BIRC3 genlerinin dahil oldugu panel calismalari risk siniflandiriimasi icin
kullanilabilmektedir. ERIC onerileri dogrultusunda MRD takibinin en az 1x10*
duyarhliga sahip yontemlerle degerlendirilmesi onerilmektedir (18,19). NCCN'de,
KLL'de MRD takibi icin allel-spesifik oligontikleotid polimeraz zincir reaksiyonu (ASO-
PCR) ve MRD Flow gibi valide yontemlere ilave olarak, tedavi 6ncesi dominant /GH
klonalitesinin tayin edilmesi sonrasi standardize edilmis ve diger yontemlere
gore artmis bir duyarlihiga (1x10) sahip NGS analizlerinin de kullanilabilecegi
bildirilmistir (20,21).

9.6. Akut Lenfoblastik Losemi

ALL tanili olgularda NGS, molekiiler karakterizasyon ve risk siniflandiriimasi
acisindan IL7R, SH2B3, JAKT, JAK3, JAK2 genlerinin nokta mutasyonlari ve ABLT,
ABL2, CRLF2, CSF1R, EPOR, JAK2 ve PDGFRB genlerinin dahil oldugu nadir RNA fiizyon
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transkriptlerinin degerlendirilmesi icin kullaniimaktadir. Hipodiploid ALL olgularinin
germline TP53 patojenik mutasyonlara bagli ortaya cikma olasihiginin oldugu
unutulmamahdir. Bu hasta grubunda aile oykist degerlendirilmesi sonucunda
genetik danismanlik esliginde TP53 geni dizi analizleri onerilmelidir.

ALL’de de artmis bir duyarlilhiga (1x10) sahip olmasi nedeniyle de NGS kullanimi
MRD takibinde son yillarda 6n plana ¢ikmistir. Ozellikle klonal IGH ve T-cell receptor
rearanjmanlarinin ve yukarida bahsedilen diger fiizyon transkriptlerinin MRD
takibinde ALL olgularinda degerlendirilmesini 6neren ¢alismalar mevcuttur (22,23).
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